Biocapteurs à champ évanescent : synthèse et caractérisation optique de constructions moléculaires sur substrats solides. by Hamel, Raymond Jr
Université de Sherbrooke 
 
 
 
Faculté de génie 
Département de génie électrique et informatique 
 
 
 
 
BIOCAPTEURS À CHAMP ÉVANESCENT : SYNTHÈSE ET CARACTÉRISATION 
OPTIQUE DE CONSTRUCTIONS MOLÉCULAIRES SUR SUBSTRATS SOLIDES. 
 
 
 
 
Thèse de doctorat en sciences appliquées 
Spécialité : génie électrique 
 
 
 
 
 
 
 
 
Raymond Jr HAMEL 
 
 
 
 
 
Composition du jury :  
Michel GRANDBOIS, Rapporteur 
Paul G. CHARETTE, Directeur 
Vincent AIMEZ, Co-directeur 
Jean-Pierre CLOAREC, Évaluateur externe 
Emanuel ESCHER, Évaluateur 
 
 
 
 
 
 
Sherbrooke (Québec) Canada       15 février 2013 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
À Audrey, 
 À ma famille, 
À ceux qui m’ont supporté, 
À mon père. 
 
 

 i 
 
 
 
 
 
 
 
If you're going through hell, keep going. 
-Winston Churchill 
 
 
How well I have learned that there is no fence to sit on between heaven and hell. There is a 
deep, wide gulf, a chasm, and in that chasm is no place for any man 
- J.R.  Cash 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 i 
 
RÉSUMÉ 
 
Depuis plusieurs années, une attention toute particulière a été portée à la conception de 
biocapteurs. Divers types ont été développés (ex. optiques, électriques) et ont mené à une 
multitude d’applications. On en retrouve désormais dans des champs d’applications aussi 
variés que la détection d’explosifs et de toxines, la sécurité alimentaire, la détection et le 
dosage de polluants environnementaux ou la santé. Le développement de telles 
technologies se base sur l’union de deux domaines scientifiques très différents. D’un côté, 
la partie « capteur » est conçue en utilisant des méthodes de microfabrication. Ces dernières 
font appel à l’emploi de composés inorganiques (ex. métaux, matériaux semi-conducteurs, 
verre et autres). De l’autre côté, on retrouve un assemblage de molécules organiques, 
protéines, enzymes ou récepteurs issus du domaine biologique.  
 
L’un des grands défis est d’unir la portion biologique au capteur (c.-à-d. substrat) sans 
altérer les propriétés de ces deux composants. Plusieurs méthodes sont envisageables pour 
arriver à coupler le matériel biologique au substrat. L’objectif de la recherche de cette thèse 
est d’étudier la liaison de molécules sur un substrat et de créer un système biologique 
servant comme système de détection pour un biocapteur. Le modèle choisi pour établir le 
concept de base est l’affinité variable entre l’avidine et la 2-iminobiotine. Il est connu que 
l’affinité de l’avidine à l’iminobiotine peut être modifiée en changeant les conditions de 
pH. La liaison formée en milieu basique sera affaiblie en milieu acide menant à la 
séparation de la protéine et du ligand. Contrairement à l’iminobiotine, la biotine possède un 
lien fort et stable avec l’avidine impossible à briser dans des conditions non dénaturantes. 
 
L’avidine étant une protéine tétramérique, quatre ligands peuvent s’y lier. On profite donc 
de cette propriété pour lier l’avidine à un bras polymérique, une chaine de polyéthylène 
glycol (PEG) comprenant une biotine, lui-même attaché à la surface. Ce bras, maintenant 
fonctionnalisé, devra permettre de garder près de la surface une avidine, lui permettant de 
se lier à des iminobiotine aussi attachées en surface ou s’en délier selon les conditions de 
pH.  
La première partie de cette thèse est consacrée à la fonctionnalisation des surfaces. La 
première étape de la construction a été de faire un attachement pour créer une couche de 
molécules qui serviront de support et d’ancrage au mécanisme moléculaire du biocapteur. 
L’attachement de molécules étant réalisable sur les surfaces désignées, une construction a 
été testée. La stratégie proposée consistait en l’utilisation d’une molécule bifonctionnelle en 
forme de « Y ». Cette molécule a été synthétisée spécifiquement pour l’attachement en 
deux étapes successives des deux composantes du système moléculaire modulable en pH. 
Sur la première branche se trouve une iminobiotine. La seconde a été prévue afin d’y 
attacher le bras polymérique. Cette construction a été faite et testée par SPR. 
 
Enfin, une seconde stratégie de construction a été étudiée. Celle-ci impliquait l’utilisation 
d’une protéine (albumine de sérum bovin, BSA) modifiée comme base de la construction. 
Une première BSA a été modifiée avec de l’iminobiotine tandis qu’une seconde avec le 
PEG. Ces deux protéines modifiées ont été mises ensemble en solution et déposées sur un 
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substrat SPR. Elles constituent ensemble les deux morceaux du système précédemment 
mentionné. L’objectif de cette stratégie était de contrôler la quantité relative des espèces 
nécessaires en surface de façon à obtenir un signal SPR optimal. De plus, la présence de ces 
protéines en surface devait bloquer l’adsorption non spécifique sur cette dernière d’espèces 
non désirées.   
 
Mots-clés : Fonctionnalisation de surface, biocapteur, résonance des plasmons de surfaces, 
Liaison chimique native, PEG. 
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CHAPITRE 1 :       
INTRODUCTION 
 
Les travaux présentés dans cette thèse s’intègrent dans le cadre de la conception d’un 
biocapteur à fluorescence exploitant un champ évanescent comme source d’excitation. 
Ceux-ci visent, plus précisément, l’élaboration et la validation de techniques permettant la 
construction d’éléments biologiques immobilisés sur un support solide. Une construction 
moléculaire modèle répondant à une variation de pH sera présentée. La conception du 
modèle propose l’immobilisation en surface de toutes les composantes moléculaires du 
mécanisme afin de ne pas avoir recours à un marqueur exogène. L’objectif de la thèse est 
donc de développer et de caractériser les briques technologiques nécessaires à la conception 
du modèle, telles que la fonctionnalisation de surfaces, l’immobilisation de protéines ou 
encore la formation d’un lien peptidique entre un polymère et un substrat.  
 
Ce chapitre présente une introduction sur les biocapteurs, spécifiquement dans l’optique du 
dosage de molécules in vivo. Le cas du dosage du glucose sera pris en exemple afin 
d’évaluer les biocapteurs existants ainsi que les problématiques associées. Une proposition 
de biocapteur sera présentée ainsi que la littérature nécessaire à la compréhension des 
éléments critiques de sa construction.  
 
 1.1 Mise en contexte : Biocapteurs 
 
Les biocapteurs sont aujourd’hui sujets d’intenses recherches. L’une des forces directrices 
de cet engouement est sans contredit le marché potentiel qui, déjà en 2005, était estimé à 
8,5 milliards de dollars menant au dépôt de plus de 2500 brevets aux États-Unis seulement 
la même année [Lin et Wang 2005]. On prévoit que le marché atteindra 12 milliards en 
2015 [Prweb 2012]. Dans le cas des biocapteurs visant une application en santé, cette 
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croissance est explicable entre autres par l’augmentation de l’obésité ainsi que du nombre 
de personnes atteintes du diabète. L’explosion de la diversité de biocapteurs permet des 
domaines d’application plus vastes que le seul domaine de la santé. On peut penser entre 
autres au domaine de l’environnement [Wang et al. 1997; Rodriguez-Mozaz et al. 2004a; 
Rodriguez-Mozaz et al. 2004b], le contrôle de qualité et la sécurité dans le domaine 
alimentaire [Mello et Kubota 2002; Luong et al. 1991; Leonard et al. 2003] la détection de 
pathogène dans la défense contre le terrorisme [Gooding 2006] ou la détection dans les cas 
de dopage [Guilbault et Schmid 1991]. 
 
L’un des biocapteurs les plus connus est sans nul doute le glycomètre utilisé dans le 
contrôle du diabète. C’est d’ailleurs dans ce contexte que les premiers pas du 
développement des biocapteurs ont été faits dès le début des années 60. Les travaux de 
Leland C. Clark sur les électrodes à oxygène ont permis de doser l’oxygène dans un milieu 
sanguin [Clark et al. 1953]. Par définition, un biocapteur est un dispositif permettant 
conversion d'un événement biologique en un signal électrique, susceptible d'être analysé et 
permettant la détection ou le dosage direct d'une espèce biologique. A priori, un biocapteur 
(figure 1.1) est composé d’un système de confinement de l’échantillon soit une cellule 
fermée ou un système micro fluidique lequel est interfacé avec une zone active où l’entité 
ciblée (molécule, protéine, cellule, etc.) est capturée. La réponse biologique ou la détection 
d’une biomolécule peut-être convertie en signal électrique analysable grâce à un module 
capable de convertir des signaux de nature optique, chimique, calorimétrique, électrique ou 
mécanique. Un biocapteur doit avoir comme caractéristiques d’être sensible, stable, donner 
des résultats reproductibles et avoir un temps de réponse rapide [Marcuse 1988].  
 
La surface active d’un biocapteur est fonctionnalisée de façon à ce que les molécules 
ciblées par le test soient capturées de façon spécifique grâce à des interactions de 
reconnaissance moléculaire avec la surface. Les biomolécules immobilisées sur le support 
doivent avoir une reconnaissance très ciblée sur la molécule visée. Les autres analytes 
présents en solution ne doivent pas être reconnus par la surface afin de ne pas générer de 
faux résultats positifs. Plusieurs méthodes sont exploitables afin de traduire la 
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reconnaissance d’une espèce cible en signal électrique [Deisingh et Thompson 2004; 
Corcuera et Cavalieri 2003; Nirschl et al. 2011] 
 
 
Figure 1.1:Schéma générique d’un biocapteur. 
 
En premier lieu, l’emploi d’électrodes sert à mesurer une variation de potentiel ou de 
courant. Plusieurs capteurs sont basés sur ce principe, par exemple pour le diagnostic 
clinique [Belluzo et al. 2008] dont le dosage de glucose [Clark et al. 1953; Heller 1999; 
Zhou et al. 2005; He et al. 2012] ou encore le dosage de polluants environnementaux [Chen 
et Wang 2004; Ivanov et al. 2000]. La réaction de la molécule cible avec le récepteur 
génère une variation de chaleur en surface. Par calorimétrie, la détection de cette dernière 
peut être effectuée via l’utilisation de thermistance. [Bhet et al. 2010; Zhang et Tadigadapa 
2004] Cette méthode est largement reconnue dans le cadre du développement de 
médicament permettant entre autres la mesure de cinétique et l’élucidation des mécanismes 
de liaison ligand-récepteur [Brown et al. 2009]. D’un autre côté, la variation de masse 
générée par l’adsorption des molécules peut être mesurée via l’utilisation d’un élément 
piézoélectrique. Ce système de détection de masse est aussi connu sous le terme de 
microbalance à quartz [Cooper et Singleton 2007]. Cette méthode a, entre autres, été 
utilisée pour caractériser l’adsorption de protéines, [Roach et al. 2006] notamment la 
caractérisation d’adsorption non spécifique [Ogi et al. 2009]. Enfin, la dernière méthode 
présentée à la figure 1.1 est la détection optique. Cette méthode regroupe plusieurs types de 
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biocapteurs parmi lesquels on trouve les biocapteurs basés sur la résonance des plasmons 
de surface (SPR) [Homola 2006] et sur la fluorescence. Cette dernière technique est celle 
qui est visée par les travaux présentés. Elle sera donc traitée plus explicitement. 
 
1.1.1 Biocapteurs à fluorescence. 
 
Les biocapteurs à fluorescence attirent de plus en plus l’attention en raison de leur grande 
sensibilité et limite de détection. Comme leur nom l’indique, ce type de biocapteur est 
conçu pour détecter une variation de fluorescence de l’échantillon, que ce soit par un gain 
en photons émis (fluorescence, BRET, FRET) ou par une diminution de l’émission 
(quenching). Dans la majorité des cas, l’emploi d’un marqueur fluorescent est nécessaire 
afin de pouvoir observer l’événement de reconnaissance. Ce recourt à un marqueur 
s’explique par le fait que très peu de protéines ou d’espèces biologiques possèdent des 
propriétés de fluorescence intéressante, c’est-à-dire ayant un spectre d’émission dans la 
portion visible du spectre lumineux. Les protéines possèdent effectivement des propriétés 
de fluorescence dans l’UV associées à la présence de certains acides aminés tels que le 
tryptophane. Or, ce type de fluorescence peut être observé chez toutes les protéines 
possédant les mêmes acides aminés, ce qui n’en fait pas un caractère unique pour la 
détection d’un événement de liaison. À cet effet, il existe donc commercialement nombre 
de fluorophores liés ou pouvant être liés à des anticorps, protéines ou cellules pour la 
détection en fluorescence.  
 
La détection d’événements de liaison se fait de deux façons [Wang et al. 2011]. Il peut 
s’agir d’un gain de fluorescence associé à l’association ou à l’activation du fluorophore ou 
à une perte de fluorescence liée à la dissociation de la désactivation de celle-ci. Il existe 
quatre principales méthodes pour faire le dosage de molécules cibles lesquelles sont 
illustrées à la figure 1.2 [Bilitewski 2006; Taitt et al. 2005]. 
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Figure 1.2:Illustrations des quatre principales méthodes de dosage de molécules. En a) 
dosage direct b) dosage compétitif c) dosage de type « sandwich » d) dosage par 
déplacement. La molécule cible est représentée en orange et la molécule analogue en bleu. 
Le récepteur est représenté en vert et l’anticorps pour le dosage « sandwich » en gris. Les 
étoiles rouges représentent les marqueurs fluorescents. 
 
Premièrement, le dosage direct (1.2a) est la méthode la plus simple pour faire un dosage. La 
molécule cible lie la surface et génère un signal de fluorescence. Cette méthode requiert un 
marquage de la molécule cible. Ensuite, le dosage compétitif (1.2b), est effectué par l’ajout 
à l’échantillon d’un analogue marqué. La molécule cible et l’analogue marqué 
compétitionnent pour la liaison sur les récepteurs immobilisés sur le capteur. Selon la 
concentration d’analogue marqué et les constantes d’affinité des deux espèces, le signal de 
fluorescence mesuré variera permettant d’extraire la concentration de l’espèce cible. 
Ensuite, on trouve le dosage de type « sandwich » (1.2c). Pour ce dosage, l’espèce cible lie 
la surface et une deuxième molécule liante marquée, souvent un anticorps, vient lier 
l’espèce cible générant la variation de signal. Cette méthode ne s’applique pas à tous les 
dosages, car elle requiert que l’espèce cible puisse être liée par deux entités en même 
temps. Enfin, on trouve le dosage par déplacement (1.2d). Par cette méthode, les récepteurs 
en surface du biocapteur sont chargés d’un analogue marqué de la molécule cible. Lors de 
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l’ajout de l’échantillon, la molécule cible déplace l’analogue ce qui génère une variation du 
signal de fluorescence dépendante de la concentration de la molécule cible.  
 
1.1.2 Biocapteurs sans marqueur. 
 
Les méthodes de dosage présentées précédemment nécessitent l’emploi d’un marqueur 
exogène ajouté à l’échantillon. L’usage de tels marqueurs requiert un traitement de 
l’échantillon afin de réaliser le marquage de la molécule visée. Cependant, il existe 
plusieurs désavantages à une telle procédure [Cooper 2003]. Pensons d’abord à l’aspect 
financier. Le traitement des échantillons avant l’analyse implique un coût en termes de 
matériel, en incluant les produits chimiques nécessaires, mais aussi en termes de temps de 
manipulation et de préparation. Ensuite, les analytes de grandes tailles comme les protéines, 
cellules ou récepteurs sont relativement simples à marquer, car ceux-ci peuvent avoir 
plusieurs sites de liaison pour le fluorophore. Cependant, le traitement d’espèces de petite 
taille comme les molécules organiques, une vitamine par exemple, peut s’avérer plus 
complexe, surtout si celles-ci sont dans de faibles concentrations (nM, pM). Dans certains 
cas, le marquage peut dénaturer l’échantillon ce qui le rend inutilisable pour un suivi à long 
terme. De plus, il faut s’assurer que le marquage n’affecte pas la liaison avec le récepteur.  
 
En réponse à ces contraintes, plusieurs techniques n’employant pas de marqueurs [Cooper 
2009] ont été développées. Celles-ci permettent de limiter le traitement préanalyse de 
l’échantillon, diminuant ainsi le coût et le temps nécessaire à l’obtention des résultats. De 
plus, l’absence de marqueurs permet de garder l’échantillon intact ce qui ouvre la 
possibilité à un suivi à plus long terme.  
 
Les méthodes utilisées exploitent les propriétés physiques intrinsèques de la molécule cible 
comme par exemple, la masse, le volume, la conductivité électrique ou la permittivité 
diélectrique. Parmi les techniques exploitées, on trouve entre autres l’ellipsométrie [Arwin 
1998], la microcalorimétrie, la microbalance à quartz [Cooper 2003] et la résonance des 
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plasmons de surface [Guo 2012; Homola 2006]. La figure suivante présente le principe de 
fonctionnement d’un biocapteur sans marqueurs basé sur la méthode SPR. 
 
 
Figure 1.3:a) Représentation d’un biocapteur SPR b) Courbe illustrant une expérience de 
détection d’un analyte par SPR.[Cooper 2003] 
 
La SPR est une méthode qui permet de suivre l’ajout ou le retrait de molécule de la surface 
du biocapteur via l’observation de la variation d’indice de réfraction en proximité de 
l’interface entre la surface et le milieu d’analyse. Les molécules, possédant un indice de 
réfraction supérieur à celui du milieu, lors de leur association avec leurs récepteurs en 
surface, modifient l’indice de réfraction local générant une variation de signal. Cette 
variation de signal est issue de la mesure d’intensité d’un faisceau lumineux polarisé couplé 
à la surface par un prisme et capté par un détecteur optique (figure 1.3a). L’attachement de 
l’analyte est mesuré par l’observation de la variation d’intensité du faisceau réfléchi soit en 
fonction de l’angle d’incidence de la source, soit en fonction du temps à un angle 
déterminé. L’observation temporelle de la variation d’intensité du faisceau réfléchi (figure 
1.3b) permet d’obtenir des informations importantes notamment les cinétiques 
d’association et de dissociation de l’analyte envers le récepteur en surface. Ainsi, lors de 
l’ajout de l’échantillon, l’analyte se lie à la surface avec une vitesse qui dépend de l’affinité 
de celui-ci pour le récepteur. Lorsque l’échantillon est évacué et la surface lavée avec le 
milieu d’origine, l’analyte se détache avec, encore une fois, une vitesse dépendant de 
l’affinité. L’avantage de l’emploi d’une méthode sans marqueurs est qu’il est possible de 
régénérer la surface par un lavage de celle-ci afin de procéder à une nouvelle analyse.  
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Malgré sa flexibilité et sa sensibilité, la détection de fluorescence ne jouie pas de la même 
popularité que la SPR dans le domaine des biocapteurs optiques ne requérant pas de 
marquage de l’échantillon (label-free biosensors). Ceci est principalement dû à l’absence 
de propriété de fluorescence des molécules cibles. Certains biocapteurs à fluorescence 
nommés « sans marqueurs » fonctionnent sous le principe du déplacement compétitif de 
marqueurs immobilisés en surface. Par exemple, Guo et al. ont proposé récemment un 
prototype employant un G-quadruplexe pour la détection de plomb dans l’eau[Guo et al. 
2012]. Le G-quadruplexe est une structure issue de l’arrangement spatial d’une séquence 
d’acides nucléiques riches en guanines. Cette structure peut-être stabilisée par des ions en 
solution, dans le cas présent, des ions de potassium et plomb. 
 
 
Figure 1.4:Principe de fonctionnement d’un biocapteur sans marqueurs détectant le 
plomb[Guo et al. 2012]. 
 
À l’état initial, la structure est stabilisée par l’ion K+ et un marqueur fluorescent le NMM, 
illustré à la figure 1.4. Le plomb (Pb2+) ayant une force stabilisatrice plus grande vient 
déplacer le potassium et le NMM. L’éjection du NMM provoque une diminution de 
fluorescence. Des concentrations de l’ordre de 20nM de plomb ont pu être détectées. 
Toutefois, un tel dispositif requiert d’être réactivé afin de pouvoir procéder à une seconde 
mesure. Ce qui limite l’utilisation pour la détection continue.  
 
Afin d’assurer la présence locale d’un fluorophore intrinsèque, il a été proposé de lier celui-
ci à l’élément de reconnaissance. Le groupe de [Taneoka et al. 2009] a proposé de 
fragmenter une protéine fluorescente, la luciférase et de lier les deux moitiés à un 
récepteur : la protéine liant le glucose ou galactose (GGBP). La figure 1.5 illustre le 
principe de fonctionnement.  
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Figure 1.5 : Principe de fonctionnement d’un détecteur de glucose opérant grâce à 
l’utilisation de la GGBP et de la luciférase.[Taneoka et al. 2009] 
 
À l’état initial, les deux domaines de la luciférase liés à deux endroits séparés sur la GGBP 
ne produisent aucune fluorescence. La présence du ligand dans la pochette de liaison de la 
GGBP change la conformation de celle-ci et approche les deux domaines de la luciférase. 
Ceux-ci fusionnent ce qui génère un signal de fluorescence. Lorsque le ligand est relâché, 
les domaines sont séparés et l’état initial est régénéré; ce qui est nécessaire dans le cadre de 
la conception d’un biocapteur pour le suivi en continu. Galbán et ses collaborateurs 
[Galbán et al. 2012] ont cependant souligné que la complexité de la construction et la 
nécessité de la présence de certains cofacteurs (ex. Ca2+) en solution pourrait rendre 
difficile l’utilisation in vivo. 
 
Enfin, Medintz et ses collègues [Medintz et al. 2005] ont proposé un système utilisant une 
laisse moléculaire conçue à partir d’un brin d’ADN pour lier le fluorophore à la surface 
(figure 1.6). Dans un premier temps, un élément de reconnaissance, un anticorps liant le 
trinitrotoluène (anti-TNT) est lié à la surface et est marqué d’un premier fluorophore 
(alexafluor532). Sur un bras flexible, également lié à la surface, se trouve un analogue du 
TNT marqué d’un second fluorophore (tétraméthyl rhodamine).  
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Figure 1.6: Schéma d’un biocapteur à fluorescence (FRET) utilisant un bras 
modulaire[Medintz et al. 2005]. 
 
Dans sa conformation initiale, l’analogue est lié au récepteur. Une source lumineuse excite 
l’alexfluor532 avec une longueur d’onde de 510 nm. Puisque le second fluorophore est 
maintenu à proximité (63Å), il y a fluorescence par FRET (fluorescence by resonant energy 
transfert). L’intensité lumineuse du second fluorophore à une longueur d’onde de 600 nm 
est mesurée. En présence de l’analyte cible en solution, l’analogue est déplacé et il y a 
diminution du signal. Il est possible de régénérer le biocapteur suite à l’analyse en rinçant 
avec une solution propre d’analyte, le système pouvant être régénéré de sept à huit fois.  
 
La laisse utilisée dans cet article est composée d’un simple brin d’ADN de 44 bases et 
d’une chaîne carbonée pour étendre le bras et le fixer à la surface. Il a été montré que 
l’ajout d’un brin complémentaire permet d’augmenter la rigidité du bras et de moduler la 
sensibilité du capteur. La concentration minimale de TNT détectée est de 1mg/ml et en 
présence du brin complémentaire, cette concentration baisse à 0,1 mg/ml. Un capteur 
équivalent a été conçu pour la détection du maltose et une concentration minimale de 10nM 
a été détectée [Medintz et al. 2004]. 
 
Le développement de tels biocapteurs à fluorescence ne requérant pas de marquage 
d’échantillon ouvre la porte des applications in vivo. Des biocapteurs avec des fluorophores 
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intrinsèques ont donc été conçus, entre autres, pour le dosage du glucose dans les cas de 
patients atteints de diabète. 
 
1.1.3 Biocapteurs in vivo pour la détection du glucose.  
 
Plusieurs des biocapteurs présentés à la section précédente ont été développés avec un 
objectif d’usage clinique. Le glycomètre mentionné précédemment en est un exemple. La 
mesure de la glycémie est réalisée par un patient atteint de diabète plusieurs fois par jour 
afin de surveiller les variations du taux de sucre. Le contrôle de ce dernier permet d’éviter 
des complications liées à la maladie. Toutefois, la fréquence de la mesure de glycémie peut 
influer sur le traitement. La figure suivante illustre la mesure de glycémie sur une période 
de trois jours avec deux fréquences de mesures différentes.  
 
 
Figure 1.7 : Comparaison des suivis de la concentration en glucose sanguin pour un 
échantillonnage de 3-4 fois par jour (haut) versus 4-5 fois par jour (bas) [Pickup et al. 
2005b]. 
 
On voit sur la figure 1.7 qu’en passant d’une fréquence de trois ou quatre mesures par jour 
à une fréquence de quatre ou cinq mesures, il est possible d’identifier des pics 
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d’hypoglycémie. Bien que les glycomètres portables permettent de mesurer la glycémie à 
plusieurs reprises dans une journée, il s’avère difficile d’identifier des épisodes d’hyper ou 
d’hypoglycémie surtout dans le cas de variations abruptes du taux de sucre sanguin.  
 
Pour pallier cette situation, l’utilisation de biocapteur in vivo mesurant le taux sucre à de 
courts intervalles de temps a été abordée. Quelques modèles commerciaux sont disponibles 
à ce jour. Ceux-ci sont pour la plupart des biocapteurs électrochimiques exploitant la 
conversion du glucose en acide gluconique par l’enzyme glucose oxydase (GOx). Lors de 
cette conversion, un processus électrochimique se produit menant à la formation de 
peroxyde d’oxygène [Raba et Mottola 1995]. Toutefois, ces capteurs ne peuvent être 
implantés que pour une courte période soit environ trois jours. De nouveaux prototypes ont 
donc été développés dans le but de créer des biocapteurs implantables ayant de plus 
longues durées de vie.  
 
Parmi ceux-ci, de nombreux biocapteurs employant la fluorescence ont été proposés 
[Moschou et al. 2004; Pickup et al. 2005a; D’Auria et al. 2006]. Les travaux de Ballerstadt 
et Schultz [Meadows et Schultz 1993; Ballerstadt et Schultz 1997; Ballerstadt et al. 2007] 
ont mené à la création de prototypes de biocapteurs employant la concanavaline A (ConA) 
marquée d’un fluorophore comme récepteur liant le glucose. Les avantages de l’emploi de 
la ConA sont qu’elle est indépendante de la concentration d’oxygène dissout et la liaison 
est réversible (aucune consommation de glucose). De plus, l’emploi de la fluorescence 
visait un gain en termes de sensibilité du capteur. 
 
Dans l’une des conceptions proposées dans le but de créer un biocapteur implantable, la 
ConA est encapsulée dans une membrane semi-perméable avec des billes de sépharose 
marquées d’un fluorophore (figure 1.8a) [Ballerstadt et al. 2004]. En l’absence de glucose, 
la source d’excitation et l’émission de la ConA sont absorbées par les billes de sépharose. 
Avec l’apport de glucose, la ConA lie ce dernier et diffuse dans le milieu. L’éloignement de 
la ConA des billes de sépharose permet l’excitation de celle-ci par la source lumineuse 
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générant un signal de fluorescence. La durée de vie prévue pour ce dispositif est d’environ 
un an. 
 
Figure 1.8 : Schéma d’un biocapteur (a) et fonctionnement (b) d’un biocapteur détectant le 
glucose[Ballerstadt et al. 2004; Ballerstadt et Schultz 2000]. 
 
Le milieu d’analyse étant séparé de la zone d’analyse par une membrane, le glucose doit 
diffuser au travers de celle-ci. Cette barrière crée donc une augmentation significative du 
temps de mesure. Des temps de réponse variant entre 15 et 30 minutes ont été mesurés. Les 
auteurs proposent que l’utilisation d’une fibre optique creuse comme cellule de mesure 
puisse réduire ce temps à 3-5 minutes. Pour augmenter la vitesse de réponse, il serait 
nécessaire d’éliminer la membrane afin d’exposer la surface active au milieu d’analyse. 
Cependant, sans la membrane les espèces fluorescentes diffuseraient dans le milieu rendant 
la régénération impossible. 
 
Enfin, dans la géométrie proposée, l’excitation des fluorophores est réalisée en irradiant les 
fluorophores au travers de la peau. La fluorescence émise est recaptée au travers de la peau. 
Ceci implique donc d’utiliser un fluorophore émettant près de l’infrarouge (Alexa647) où 
l’absorption par la peau est minimale. Ceci constitue une limitation au niveau de la gamme 
de fluorophores disponibles.  
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1.1.4 Excitation d’un fluorophore par l’utilisation d’un champ 
évanescent. 
 
L’illumination des marqueurs fluorescents servant à la détection des évènements de liaison 
sur un biocapteur peut se faire par épi-illumination, transillumination, ou par l’emploi d’un 
champ évanescent. L’usage de cette dernière méthode est de plus en plus populaire en 
raison du volume restreint illuminé par le champ évanescent. Ainsi, l’illumination étant 
contenue près du substrat, il est possible de discriminer la fluorescence du volume de la 
fluorescence associée à un événement de liaison. 
 
 
Figure 1.9 :Schéma représentant un faisceau lumineux frappant une interface avec un 
second milieu provoquant la réflexion ou la réfraction de celui-ci. 
 
Le champ évanescent nécessaire à l’excitation des fluorophores est obtenu lorsqu’il y a 
réflexion totale interne. Ceci se produit dans certaines conditions. Supposons un faisceau 
lumineux de longueur d’onde lambda (λ) se propageant dans un milieu diélectrique d’indice 
n1. Lorsque ce faisceau frappe à un angle d’incidence θ1 l’interface de ce milieu avec un 
second milieu d’indice n2 (figure 1.9), il sera soit réfléchi selon un angle θ3 égal à θ1, soit 
réfracté selon un angle θ2.  
 
Le comportement du faisceau à l’interface de milieux d’indices différents est dicté par la loi 
de Snells-Descartes énoncée comme suit : 
 n1sin(θ1)= n2sin(θ2) (1.1) 
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Dans le cas où n1 serait supérieur à n2, à un certain angle d’incidence, sin (θ2) sera supérieur 
à 1, une condition impossible à résoudre. Le faisceau sera donc réfléchi à l’interface, c’est 
ce qu’on appelle la réflexion totale interne. L’angle le plus petit avec lequel la réfraction est 
possible est appelé angle critique. En réarrangeant l’équation précédente et en considérant 
que θ2= 90°, il est possible de déterminer la valeur de l’angle critique θc selon l’équation : 
 
 θc = sin
-1(n2/n1) (1.2) 
   
   
 
Figure 1.10:Représentation d’un champ évanescent se propageant depuis un milieu d’indice 
n1 dans un milieu d’indice n2, l’axe Y correspond au plan de la surface et l’axe Z la normale 
à la surface. [Prasad 2003]. 
 
En conditions de réflexion totale interne, une portion de la lumière fuit dans le second 
milieu [Prasad 2003]. Cette onde, nommée onde évanescente, se comporte comme une 
onde stationnaire avec une amplitude de champ électrique qui décroît dans l’espace 
(figure 1.10). Cette décroissance du champ évanescent se fait de façon exponentielle avec 
la propagation dans le second milieu selon l’axe z, telle qu’exprimée par l’équation 
suivante : 
 Ez = E0exp(-z/dp) (1.3) 
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La valeur d’intensité du champ évanescent dépend donc de l’intensité du champ électrique 
à l’interface (E0) et de la profondeur de pénétration (dp). Cette profondeur représente la 
distance où l’intensité du champ électrique décroît jusqu’à une valeur de 1/e. Elle peut être 
évaluée selon la formule suivante : 
 
 dp = λ/( 2πn1(sin
2θ-(n2/n1)
2)½) (1.4) 
 
Ainsi, la profondeur de pénétration dépend de la longueur d’onde et des conditions de 
réflexion totale interne. Il est donc possible de varier celle-ci en ajustant l’angle d’incidence 
du faisceau. La valeur de dp, pour les longueurs d’onde d’illumination dans le visible, est 
d’environ 100 à 150 nm. Dans le cas d’observation de marquage par un fluorophore, cette 
courte distance permet d’exciter des fluorophores immobilisés à l’interface sans toutefois 
exciter ceux qui sont toujours dans le volume. Ceci permet donc d’augmenter le rapport 
signal sur bruit [Kronick et Little 1975; Bernini et al. 2006; Duveneck et al. 2002] 
 
Dans le domaine des biocapteurs utilisant les champs évanescents, les capteurs conçus à 
partir de fibres optiques font partie des dispositifs les plus couramment utilisés [Prasad 
2003]. Les fibres optiques sont généralement composées d’un cœur de silice d’indice 
légèrement supérieur de quelques millièmes, à la gaine faite de silice pure. Cette dernière 
possédant un indice de réfraction inférieur à celui du cœur, la lumière injectée dans la fibre 
est confinée dans le cœur tel qu’illustré à la figure 1.11.  
 
La figure 1.11 montre comment la lumière entrant dans une fibre optique est réfléchie sur 
les parois de la gaine. De multiples réflexions totales internes mèneront le faisceau 
lumineux jusqu’à l’autre extrémité de la fibre. Il est à remarquer que les rayons lumineux 
qui ne sont pas contenus dans le cône d’acceptance sont partiellement réfléchis à l’interface 
cœur-gaine. Leur distance de propagation dans le guide est alors extrêmement faible. On 
considère par conséquent que ces rayons ne sont pas guidés par la fibre. 
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Figure 1.11 : Schéma de la propagation de la lumière dans une fibre optique. 
 
La technologie de la fibre optique étant bien développée ceci donne accès à divers types de 
fibres ayant des caractéristiques variées comme les matériaux composant la fibre ou encore 
le nombre de modes guidés. L’emploi d’une fibre guidant peu de modes de propagation de 
la lumière permet d’avoir plus de puissance diffusée dans le champ évanescent. Aussi, il a 
été montré [Marcuse 1988] qu’il est possible de recoupler la lumière émise par les 
fluorophores en surface d’une fibre optique vers le cœur, afin de diriger le signal vers le 
détecteur. 
 
Plus récemment, des capteurs basés sur les guides d’ondes planaires ont commencé à faire 
leur apparition. [Duveneck 1999; Attridge 1992; Bernini et al. 2006]. Bien qu’il ait été 
démontré qu’il est possible de faire de la détection multianalytes sur une même fibre 
optique, le nombre d’analytes différents détectables sur une même fibre reste limité. Les 
guides d’ondes planaires offrent une solution à cette limitation. La figure 1.12 illustre la 
structure d’un guide d’ondes planaire. 
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Figure 1.12 : Représentation d’un guide d’onde plan. 
 
 
Une couche d’indice élevé n2 se trouve prise en sandwich entre une couche de substrat 
d’indice n1 et une couche supérieure d’indice n3, en respectant les relations n1 < n2 et n3 < 
n2 qui représente la condition de réflexion totale interne dans le guide. Dans le cas où n1 et 
n3 sont équivalents, on parle de guides symétriques, autrement il s’agit de guides 
asymétriques. Dans le cas d’un biocapteur, la couche supérieure est généralement le volume 
d’analyse, dont l’indice de réfraction est connu.  
 
Les récents développements des technologies du type « lab on a chip » promettent de 
réduire le volume d’échantillons nécessaires pour l’analyse. Il existe plusieurs avantages à 
l’utilisation d’un guide d’onde plan comparativement à l’utilisation d’une fibre optique. 
D’abord, il est possible de réaliser une matrice d’éléments de reconnaissance variés sur le 
substrat ce qui permet l’analyse simultanée de plusieurs analytes [Sapsford et al. 2004; 
Feldstein et al. 1999]. L’analyse multiplexée est aussi possible par fibres optiques, mais elle 
doit être réalisée en utilisant plusieurs fibres simultanément. Ensuite, il est possible de créer 
plusieurs canaux sur un même guide afin d’analyser plusieurs échantillons ou intégrer une 
référence. La forme planaire fournit une grande surface disponible pour l’analyse 
comparativement à une fibre optique. Pour obtenir une surface équivalente avec une fibre 
optique, une grande longueur de fibre fonctionnalisée est nécessaire. Aussi, les guides 
d’onde planaires peuvent être intégrés monolitiquement à un système microfluidique 
[Misiakos et al. 2004]. Enfin, le recouplage de la fluorescence émise par l’échantillon, bien 
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que moins commun, est également possible avec un guide d’onde plan [Srivastava et al. 
1995; Anderson et al. 1994; Marcuse 1988].  
 
1.2 Conception d’un biocapteur intégré exploitant un champ 
évanescent. 
 
À la lumière des informations présentées, certains besoins ont été identifiés dans la 
conception de biocapteur dédié à l’application in vivo. Ceux-ci seront présentés ainsi qu’un 
prototype de biocapteur à fluorescence employant un champ évanescent. 
 
1.2.1 Description de la problématique. 
 
Il a été vu que les biocapteurs à fluorescence requièrent l’emploi d’un marqueur fluorescent 
exogène à l’échantillon afin de pouvoir détecter un événement de liaison. Toutefois, la 
nécessité d’un tel marqueur est non souhaitable dans le cadre de la conception de 
biocapteur pour usage in vivo. Le prototype prévu propose donc une construction 
permettant de lier le récepteur et le marqueur fluorescent conjointement sur le substrat du 
biocapteur. Lors de la mesure, l’analyte déplacera le fluorophore, celui-ci sera maintenu à 
proximité par une laisse. Cette laisse permettra de régénérer le capteur par le simple rinçage 
de la surface. Le marqueur fluorescent étant toujours inclus avec le biocapteur, ceci 
diminue le nombre de manipulations, donne une lecture plus directe et élimine une partie 
des erreurs expérimentales. 
 
Ensuite, tel que mentionné, l’usage d’un champ évanescent permet de réduire le bruit de 
fond provoqué par l’illumination du volume. Les biocapteurs basés sur les fibres optiques 
permettent ce type d’illumination et sont couramment utilisés. Par contre, l’emploi d’une 
fibre optique pourrait s’avérer problématique dans le cas d’utilisation in vivo de longue 
durée. L’usage d’une fibre nécessiterait un cathéter perçant la peau. L’utilisation d’un guide 
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d’onde plan avec un système intégré comprenant la source d’excitation et le dispositif de 
détection permettrait une implantation sub-dermale mais aussi d’obtenir une surface de 
détection plus grande.  
 
1.2.2 Description du prototype. 
 
Le concept de base du biocapteur consiste à employer un modèle avec marqueurs 
intrinsèque fonctionnant selon le principe du déplacement compétitif. Afin de pouvoir 
régénérer le biocapteur suite à la détection, sans avoir à rincer la surface, le prototype 
présenté à la figure 1.13 propose donc de lier le marqueur à la surface via une « laisse » 
moléculaire.  
 
 
Figure 1.13 : Schéma d’un biocapteur à fluorescence utilisant une laisse. 
 
Le champ évanescent nécessaire à excitation du fluorophore est généré via la propagation 
de lumière dans un guide d’onde (G.O.). En A) on trouve le système moléculaire dans sa 
configuration initiale où un signal de fluorescence est observable. Le modèle proposé est 
composé d’un élément de reconnaissance illustré à la figure 1.13 par un hexagone vert. 
Celui-ci est immobilisé à la surface de façon covalente. Un fluorophore, représenté par une 
étoile, est immobilisé sur une molécule liant l’élément de reconnaissance est immobilisé 
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près de la surface; d’abord par le lien ligand-récepteur, mais aussi, par une laisse 
moléculaire elle-même liée de façon covalente avec la surface. Avec l’ajout d’un analyte en 
mauve (B), l’analogue est déplacé engendrant une perte de signal, car en s’éloignant de la 
surface le marqueur fluorophore n’est plus excité. Grâce à la laisse, le marqueur reste 
confiné, mais mobile dans les limites du champ évanescent. La reconnaissance spécifique 
du récepteur pour la molécule empêche la liaison avec d’autres molécules présentes dans le 
milieu. Suite à la disparition de l’analyte (C) du milieu en raison de la diminution de la 
concentration ou simplement par rinçage, il sera possible de régénérer le capteur et ainsi de 
récupérer le signal. Il est important de noter ici que cette conception offre un double 
avantage. En plus de ne nécessiter aucun marquage de l’échantillon, il est possible 
d’obtenir un processus à l’équilibre. Puisqu’il s’agit d’un processus compétitif entre 
l’analyte et le marqueur, si la concentration d’analyte diminue, le marqueur reprendra sa 
place sur le récepteur. On pourra ainsi observer des fluctuations de concentration en temps 
réel.  
 
Dans le modèle présenté, on note que la détection se fait sous le guide d’onde. Ceci est 
l’une des options considérées dans un souci d’intégration des dispositifs. Dans l’optique où 
l’on souhaiterait avoir un dispositif complètement intégré, ce qui est essentiel dans le cadre 
d’une implantation in vivo, la source et le détecteur pourraient être placés sous le guide 
d’onde. Un filtre, ayant les propriétés optiques appropriées, placé entre le guide d’onde et le 
détecteur serait nécessaire afin d’éviter que la lumière d’excitation ne génère un signal. Ces 
éléments d’intégration et de détection ne seront pas discutés dans cette thèse, l’essentiel des 
travaux portant sur la fonctionnalisation de surface, la création d’une laisse et la formation 
d’un système moléculaire.  
 
Le mécanisme présenté à la figure 1.13 correspond à un modèle générique du biocapteur. À 
partir de ce modèle, la construction proposée permettra de varier le récepteur et l’analogue 
ouvrant l’accès à la détection d’une large gamme de molécules notamment le glucose tel 
que présenté précédemment. Le modèle choisi pour tester le mécanisme est la détection 
d’une variation de pH. Il a été choisi d’exploiter la propriété de la 2-iminobiotine à lier et 
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libérer l’avidine selon le pH. L’avidine est une protéine tétramérique qui lie avec une très 
grande affinité (KD ≈ 10
−15 M) la biotine. La 2-iminobiotine est un analogue de la biotine 
dont l’affinité varie selon le pH. La stratégie de synthèse est d’utiliser des méthodes 
connues en synthèse peptidique pour construire un mécanisme actif répondant au pH 
(figure 1.14).  
 
Sommairement, une surface aminée est créée par la fonctionnalisation par le (3-
aminopropyl)triméthoxysilane (APS). Sur cette surface, une molécule comprenant deux 
fonctionnalités, nommée molécule Y, est attachée par couplage peptidique (figure 1.14a). 
La liaison chimique native (NCL) est utilisée pour attacher la laisse, un thioester de 
polyéthylène glycol (PEG) (figure 1.14b). 
 
Figure 1.14: Construction d’un mécanisme répondant au pH. a) attachement de la molécule 
Y sur le substrat b) attachement de la laisse c) attachement de l’avidine d) fermeture du 
mécanisme par une augmentation de pH. 
 
La NCL est un mécanisme de réaction qui permet de former un lien peptidique entre une 
cystéine N-terminale et le thioester de la molécule à coupler. Ce thioester de PEG possède 
un groupement biotine libre à son extrémité, il est donc possible d’y coupler une avidine 
(figure 1.14c). Cette configuration correspond à l’état ouvert, c’est-à-dire lorsque le lien 
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condition de pH basique provoquera la fermeture du système. La laisse retenant l’avidine à 
proximité de la surface l’alternance des pH pourra être répétée. 
 
Figure 1.16 : Schéma de la construction répondant au pH réalisée à partir de BSA (en 
mauve) modifiée par la 2-iminobiotine (hexagone vert) et la laisse comprenant la biotine 
(hexagone jaune) et l’avidine (en vert pâle). 
 
1.2.3 Objectifs de la thèse. 
 
 Développer et caractériser une méthode efficace de fonctionnalisation de surface 
exploitant la chimie des silanes afin de permettre l’immobilisation de biomolécules 
sur un guide d’onde.  
 
L’objectif est de former une monocouche à la surface du guide d’onde qui servira 
d’interface substrat-matériel biologique. La méthode de formation des monocouches de 
chlorosilanes ou alkoxysilanes sur le verre (SiO2) est très bien connue. Celle-ci sera donc 
exploitée pour créer des constructions sur un substrat solide.  
 
 Développer une méthode de couplage via la méthode de NCL et suivre 
l’attachement de PEG sur un substrat SPR.  
 
La NCL est la méthode choisie pour coupler la laisse au substrat. La chimie nécessaire à 
cette réalisation sera donc testée sur un peptide modèle, la bradykinine, avant d’être réalisée 
avec des thioesters de PEG. Les substrats SPR étant typiquement composés d’or ou 
d’argent, ceux-ci peuvent réagir avec des groupements thiols. Les thioesters ainsi que la 
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cystéine, essentiels à la réaction de liaison chimique native, risquent donc de réagir à la 
surface de façon non désirée. Il devient donc nécessaire de créer des substrats SPR inertes 
vis-à-vis les thiols. Des substrats d’or passivés avec une couche de SiO2 seront donc 
caractérisés et ensuite employés pour réaliser la réaction de NCL. 
 
 Développer une méthode de construction du mécanisme moléculaire de 
reconnaissance du biocapteur en utilisant une molécule bifonctionnelle.  
 
Le mécanisme répondant au pH employant une molécule bifonctionnelle présentée à la 
figure 1.16 sera réalisé sur un substrat SPR modifié avec une couche de SiO2. Chaque 
composante sera caractérisée individuellement par SPR afin de s’assurer du bon 
fonctionnement de la construction.  
 
 Développer une méthode de construction du mécanisme moléculaire de 
reconnaissance du biocapteur en utilisant des protéines modifiées. 
 
L’adsorption non-spécifique de protéines permet la fonctionnalisation rapide de surfaces. 
La création de protéines modifiées à l’aide des deux principaux éléments du mécanisme de 
reconnaissance permettra de définir les conditions optimales pour la création du biocapteur.  
 
 Caractériser l’attachement d’un fluorophore attaché par une laisse moléculaire sur 
un guide d’onde.  
 
Un guide d’onde sera fonctionnalisé afin de lier un fluorophore à sa surface via une laisse 
moléculaire. La méthode employée sera l’immobilisation par la méthode de l’adsorption 
non spécifique d’une protéine (BSA) modifiée par un PEG-biotine. La fluorescence 
produite par l’excitation du fluorophore par le champ évanescent du guide d’onde sera 
caractérisée par microscopie. 
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1.3 Description des principales composantes. 
 
Tel que présenté plus tôt, plusieurs composantes ou concepts sont nécessaires à la 
construction du biocapteur. En premier lieu, l’immobilisation de biomolécules sur un 
substrat solide est un paramètre critique dans le développement d’un biocapteur. Les 
diverses méthodes de modifications chimiques de surfaces seront donc présentées. Ensuite, 
il a été proposé d’utiliser les chaînes de polyéthylène glycol comme laisses moléculaires 
afin de lier les deux composantes du mécanisme réagissant au pH. Cette laisse sera liée à la 
molécule bifonctionnelle par la méthode de la liaison chimique native. Les PEG ainsi que la 
NCL seront donc présentés successivement. Par la suite, les notions liées aux interactions 
entre la biotine ou la 2-iminobiotine avec l’avidine seront expliquées. Ces interactions 
permettront d’abord l’attachement de l’avidine à la laisse et aussi l’ouverture et la 
fermeture du mécanisme réagissant au pH. Enfin, les fluorophores seront présentés. 
 
1.3.1 Fonctionnalisation de surfaces.  
 
Dans la conception d’un biocapteur, il faut considérer l’intégration de la partie biologique à 
la partie substrat comme un guide d’onde ou un semi-conducteur. Il devient essentiel de 
penser à l’interface entre ces deux domaines. Puisqu’il existe une multitude de matériaux et 
de types de biocapteurs, il existe également un grand nombre de méthodes pour modifier 
ces surfaces. Le choix d’une méthode dépend à la fois du type d’entité biologique à fixer, 
du type de substrat et du système de détection choisi. L’activité du récepteur (élément de 
reconnaissance) doit être maintenue suite à l’immobilisation ce qui rend le choix de la 
méthode critique. 
 
Il existe plusieurs méthodes pour immobiliser des biomolécules lors de la conception d’un 
biocapteur. Il existe d’abord deux méthodes qui permettent d’immobiliser les biomolécules 
à proximité de la surface. En premier lieu, la méthode par encapsulation dans une 
membrane consiste simplement à créer une pochette à l’aide d’une membrane poreuse. Les 
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récepteurs biologiques y sont introduits et sont ainsi maintenus à proximité de la surface 
active sans vraiment y être fixés. La taille des pores doit être optimisée pour que les espèces 
à analyser puissent diffuser au travers de la membrane sans que les récepteurs puissent en 
sortir. Cette méthode est celle qui a été utilisée pour les biocapteurs détectant le glucose de 
Ballerstadt [Ballerstadt et al. 2004] et de Clarck [Clark et al. 1953] présentée 
précédemment. Ensuite, la seconde méthode consiste à utiliser un réseau de polymères afin 
de contraindre les biomolécules à proximité de la surface. Afin de piéger les récepteurs 
dans la matrice du polymère, il s’agit de polymériser la matrice en présence des récepteurs 
à immobiliser. Les gels typiquement utilisés sont le polyacrylamide ou la gélatine. Il est 
nécessaire de contrôler le niveau de réticulation, car un réseau trop serré bloquera l’accès 
aux récepteurs tandis qu’un réseau trop faiblement réticulé risque de laisser échapper les 
récepteurs [Li et al. 2011]. Deux autres méthodes d’immobilisation impliquant des liens 
physico-chimiques entre le substrat et la biomolécule ont été précédemment présentées aux 
figures 1.15 et 1.16. Il s’agit de la formation d’un lien spécifique entre le substrat et la 
biomolécule ou encore de lier cette dernière au substrat de façon non spécifique. Ces deux 
méthodes seront présentées en détail. 
 
1.3.1.1 Adsorption non spécifique d’une biomolécule sur un substrat. 
 
L’adsorption non spécifique d’une biomolécule sur un substrat solide repose sur diverses 
interactions entre le substrat et le récepteur. Ceci inclut notamment des interactions de type 
Van der Waals, de type ionique ou hydrophobe. Cette méthode est régulièrement utilisée en 
raison de sa simplicité de préparation particulièrement pour l’immobilisation de larges 
molécules comme des protéines. L’adhésion de protéines sur une surface est un processus 
complexe. Plusieurs forces d’interaction sont impliquées notamment les forces de Van der 
Waals, les interactions hydrophobes, les ponts hydrogène ou encore les forces 
électrostatiques [Ladiwala et al. 2005]. L’impact des ces forces variera également selon le 
type de protéine, le solvant utilisé, la charge ionique, le pH, la présence de surfactant, mais 
aussi en fonction de la nature du substrat [van der Veen et al. 2007].  
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Les protéines sont classées selon deux catégories: les protéines dites souples et les protéines 
dites rigides. [Ratner et al. 2004] Les protéines souples ont tendance à s’adsorber beaucoup 
plus facilement que les protéines rigides. Elles ont une stabilité thermodynamique plus 
faible. À l’inverse, les protéines rigides sont plus stables aux changements de conformation, 
ou dépliement de protéines, et aux conditions dénaturantes. Cette différence influence 
l’adsorption des protéines à la surface. La rigidité de la protéine est définie par les 
différents niveaux de structures de la protéine, soit une structure primaire, secondaire ou 
tertiaire. 
 
La structure primaire des protéines est définie par la succession des acides aminés qui les 
composent. Dans un milieu polaire, comme l’eau ou un tampon, les résidus polaires ont 
tendance à s’associer, souvent en périphérie de la protéine, laissant dans la plupart des cas, 
les segments non polaires hydrophobes s’associer au centre de la protéine. [Chinn et Slack 
1999] Ces domaines distincts auront tendance à se lier avec des régions de nature 
semblable sur le substrat tel qu’illustré à la figure 1.17. 
 
Figure 1.17 : Schéma des interactions entre une surface et une protéine menant à 
l’adsorption de cette dernière. [Chinn et Slack 1999] 
 
Ainsi, plusieurs processus peuvent survenir afin d’optimiser et moduler l’adhésion. Selon la 
protéine considérée, on peut assister à un réarrangement structurel, une déshydratation de la 
protéine ou de la surface, une redistribution des charges, un bris et/ou une formation de 
certains liens. La nature de la protéine et de la surface influencera largement ce procédé. 
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Pour se produire, une adsorption spontanée, indépendamment du système, doit répondre à 
la condition suivante :  
 ΔadsG=ΔadsH-TΔadsS < 0 (1.5) 
Où G, H, S et T sont respectivement l’énergie libre de Gibbs, l’enthalpie, l’entropie et la 
température absolue [Norde 1994]. 
 
Le chemin thermodynamique associé à l’adhésion est déterminé par le caractère hydrophile 
ou hydrophobe du substrat choisi, [Roach et al. 2005] mais aussi par la nature de la protéine 
[van der Veen et al. 2007; Katiyar et al. 2010]. Les protéines souples, comme la BSA, 
subissent un fort réarrangement, ce qui signifie que très peu de la structure de la protéine 
est conservée lors de l’adhésion, la protéine étant dépliée sur la surface. Inversement, une 
protéine comme un lysosome ou la streptavidine conserve sa structure lors de l’adhésion. 
Ceci fait d’elle une protéine dite rigide. La figure 1.18 montre l’adhésion de BSA, qui est 
une protéine globulaire souple en comparaison avec une protéine rigide tubulaire. 
 
 
Figure 1.18 : Mode d’adsorption de protéines sur une surface selon leur type a) protéine 
molle b) une protéine rigide tubulaire. [Roach et al. 2005]. 
 
La BSA se déforme au contact de la surface en raison des processus décrits précédemment. 
La protéine rigide de son côté, passe par un processus en plusieurs étapes et conserve en 
partie sa forme. Ce processus multi-étapes débute par une adhésion sur la surface sur son 
axe long puis se réarrange pour former une structure ordonnée. 
1.3.1.2 Formation d’un lien covalent entre la biomolécule et le substrat. 
 
Afin d’immobiliser la couche de récepteurs sur la surface du substrat, la formation d’un lien 
covalent s’avère être une méthode efficace. On utilisera, pour ce faire, une molécule qui 
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réagira à la fois avec la surface et le récepteur. Les monocouches autoassemblées sont 
fréquemment utilisées pour fixer des protéines à un substrat. Les organothiols et les 
organosilanes sont les molécules les plus largement employées pour la formation des 
monocouches autoassemblées [Ulman 1996]. Ceux-ci ont fait l’objet de nombreuses études 
au cours des dernières décennies. Citons notamment les travaux du groupe de George 
Whitesides [Kumar et al. 1994; Laibinis et al. 1991; Bain et Whitesides 1989; Ostuni et al. 
1999] qui a approfondi la compréhension des monocouches autoassemblées d’alcanethiols. 
Ce type de monocouche a été largement étudié et utilisé depuis son introduction dans les 
années 80 par le groupe de Sagiv [Sagiv 1980]. L’immobilisation de molécules sur des 
monocouches d’alcanethiols a été décrite de façon exhaustive par Witt et al. [Witt et al. 
2004]. 
 
La conception du biocapteur optique proposée repose sur l’utilisation d’un guide d’onde. 
Le choix d’un matériau pour la formation d’un guide d’onde dépend de plusieurs facteurs. 
D’un point de vue optique, la couche doit avoir un indice de réfraction approprié et qu’elle 
n’absorbe pas ou très peu la longueur d’onde d’excitation et la longueur d’onde d’émission 
des fluorophores qui seront utilisés. Le tableau suivant, d’après Brecht et Gauglitz [Brecht 
et Gauglitz 1995], montre certains matériaux usuels utilisés dans la fabrication de guides 
d’ondes. 
 
Substrats  Méthode de fonctionnalisation 
Si Silane 
SiO2 Silane 
Si3N4 Silane 
saphir Silane 
ITO Silane 
TiO2 Silane 
Polymères  Vaste gamme de méthodes 
Métaux (Au, Ag,…) Thiols 
Tableau 1.1 : Tableau de différents matériaux utilisés dans la conception de guides d'ondes 
et leurs propriétés (adapté de Brecht et Gauglitz [Brecht et Gauglitz 1995]). 
 
À l’exception des métaux, tous les matériaux cités peuvent servir à faire de la réflexion 
totale interne. Ceci est particulièrement important lorsqu’on désire obtenir un champ 
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évanescent. La chose intéressante à noter ici est que la plupart des matériaux sont 
chimiquement modifiables avec des organosilanes, ce qui permet de développer une 
méthode qui sera utilisable sur plusieurs types de guides d’onde. Cependant, toutes les 
surfaces n’ont pas la même réactivité vis-à-vis les organosilanes. La silanisation du verre 
est relativement simple et largement employée dans plusieurs procédés industriels 
[Halliwell et Cass 2001] tandis que pour le nitrure de silicium [Misiakos et al. 2004; Lee et 
al. 1996; Hamlett et al. 2008; Diao et al. 2005], des étapes de prétraitement sont nécessaires 
à l’obtention d’une monocouche d’organosilanes.  
 
1.3.1.3 Mécanisme de la silanisation sur le SiO2. 
 
Les organosilanes peuvent être représentés par la molécule illustrée à la figure 1.19a. Le 
groupement R est le groupement d’intérêt qui doit être lié à la surface. Les deux exemples 
montrés sur la figure sont ceux qui ont été principalement utilisés lors de cette étude. Les 
groupements X, Y et Z correspondent à des groupements méthoxy (CH3O-), éthoxy 
(CH3CH2O-) ou chlore (Cl-). C’est par ces groupements que se fait le lien à la surface par la 
formation de liens chimiques covalents du type Si-O-Si stables. Le choix de l’un de ces 
groupements affecte la réactivité du silane vis-à-vis du substrat. Par exemple, les 
groupements chloro sont plus facilement hydrolysables que les alkoxy [Kessel et Granick 
1991]. Ensuite, dans certain cas, un ou deux de ces groupements peuvent être remplacés par 
des groupements méthyles (CH3-) non réactifs ce qui a pour effet de neutraliser 
partiellement la réactivité du silane avec le substrat. En conditions optimales, il est possible 
de former une monocouche auto-assemblée de silanes trifonctionnels comportant des 
domaines organisés compacts [Parikh et al. 1994; Brzoska et al. 1994].  
 
Le mécanisme exact de réaction est encore mal compris et largement discuté dans la 
littérature [Simon et al. 2002; Kessel et Granick 1991; Tripp et Hair 1995]. Il est 
généralement accepté que l’eau, même à l’état de trace, joue un rôle de catalyseur dans la 
réaction de silanisation [Angst et Simmons 1991; Le Grange et al. 1993; Krasnoslobodtsev 
et Smirnov 2002]. Comme les expériences présentées dans cette étude n’ont pas été 
   INTRODUCTION 
32 
 
32 
réalisées dans des conditions anhydres, ce mécanisme impliquant une molécule d’eau est 
présenté. 
 
 
Figure 1.19 : a) représentation d’une molécule de silane b) hydrolyse des groupements 
méthoxy c) condensation des groupements silanols de la surface et de la molécule d) 
condensation latérale des groupements silanols des molécules e) structure finale de la 
couche de silane 
 
Le processus de silanisation se produit en plusieurs étapes. D’abord une hydrolyse de 
groupements chloro ou alkoxy du silane en groupements silanols se produit (figure 1.19b). 
Les silanes sont relativement sensibles à l’eau doivent être conservés dans un endroit sec. 
Cependant, l’eau, même à l’état de trace, sert de catalyseur à la réaction. Ensuite, le silanol 
formé crée des ponts hydrogène avec les groupements hydroxyles libres sur la surface. 
L’élimination d’une molécule d’eau se produit via la condensation des deux groupements 
OH pour former un lien Si-O-Si stable (figure 1.19d). Il s’agit de la polymérisation dite 
verticale. Un processus identique se produit avec les groupements latéraux (figure 1.19e) ce 
qui a pour effet de consolider la structure. Il s’agit de la polymérisation dite horizontale ou 
latérale. 
 
Ce chemin réactionnel reste idéal, en réalité, le contenu de la solution de silane influencera 
le mécanisme de formation de la monocouche. En présence d’une faible concentration 
  
33 
 
d’eau le mécanisme sera uniforme continu tandis qu’en présence d’une grande 
concentration d’eau la monocouche se formera par îlots. L’eau présente en solution permet 
aux molécules de silane de polymériser partiellement par polymérisation latérale avant de 
se déposer en surface [Vallant et al. 1998].  
 
Aussi, les paramètres de préparation, comme la concentration d’eau et de silane, la 
température, le choix du solvant utilisé, auront une influence critique sur la méthode 
d’attachement en influençant les polymérisations verticales et latérales de la monocouche. 
Les propriétés de la couche telles que l’orientation des molécules par rapport à la surface, la 
densité de la couche ou encore son épaisseur en seront également affectées. [Cras et al. 
1999; Krasnoslobodtsev et Smirnov 2002; Tripp et Hair 1995]. Le substrat choisi affectera 
aussi la qualité du film, la densité de groupements silanols présents en surface étant 
paramètre important. Tel que vu à la figure 1.19c, ils permettent la formation de ponts 
hydrogènes qui sont précurseurs à la réaction du silane avec la surface. Il s’avère qu’en 
raison de l’encombrement stérique, 30 % des groupements silanols ne réagiront pas avec le 
silane même dans les conditions les plus rigoureuses [Kamisetty et al. 2006]. 
 
1.3.2 Formation d’un lien covalent par la méthode de NCL. 
 
La liaison chimique native est une méthode permettant de créer un lien peptidique d’un 
thioester non protégé d’un premier peptide avec une cystéine N-terminale libre située sur 
un second peptide. Cette méthode a été développée par le groupe de Stephen Kent [Dawson 
et al. 1994] dans l’optique de lier de longs fragments de protéines. La NCL est largement 
utilisée pour la synthèse chimique de longs peptides ou de protéines entières en permettant 
d’obtenir un très haut rendement de réaction.  
 
Le mécanisme réactionnel de la NCL est illustré à la figure 1.20. Pour effectuer la réaction, 
un catalyseur peut être utilisé. Parmi les catalyseurs les plus polyvalents se trouve l’acide 
4-mercaptophenylacétique (MPAA) [Bang et al. 2006], celui-ci est soluble dans l'eau et n'a 
pas l'odeur forte et agressive caractéristique de la plupart des composés thiolés. L’acide 4-
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mercaptophenylacétique est illustré à la figure 1.20a. Avant que la réaction se produise, le 
catalyseur est transesthérifié sur le peptide à lier. Les catalyseurs, permettent d’augmenter 
la vitesse de réaction par la promotion de la conversion in situ du thioester alkyle en un 
thioester plus actif. Le nouveau thioester ainsi formé réagira ensuite avec un second peptide 
portant un groupement cystéine en bout de chaîne (figure 1.20b). Une seconde 
transestérification s’opère sur le groupement thiol situé en chaîne latérale de la cystéine 
formant un intermédiaire lié à la surface. Cet intermédiaire se réarrange spontanément pour 
donner un produit avec une liaison peptidique native. La cinétique de liaison dépend de 
plusieurs facteurs, par exemple, l'identité de l'acide aminé situé en position C-terminal du 
peptide modifié en thioester ou encore la nature du groupement thiol partant. [Johnson et 
Kent 2006] 
 
 
Figure 1.20: Schéma réactionnel avec en a) la substitution du catalyseur sur la molécule de 
départ et b) mécanisme de réaction de la NCL. 
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La réaction avec un thioester aryle, donc catalysé, se produit en quelques minutes tandis 
que la réaction avec un thioester alkyle peut parfois prendre quelques minutes jusqu’à 
plusieurs jours pour arriver jusqu’à complétion. Cependant, puisque les thioesters alkyles 
de peptides sont plus faciles à préparer par voie de synthèse en phase solide, ils sont donc 
couramment utilisés lors de liaison par NCL comme produit de départ. 
 
La plupart des protéines synthétisées à ce jour par NCL ont été construites à partir de deux 
fragments peptidiques, ce qui a permis la synthèse de protéines cibles contenant plus de 
cent acides aminés. Deux exemples notables de synthèses par NCL sont les synthèses d’un 
lysozyme humain de cent trente résidus [Durek et al. 2007] et d’un dimère de la protéase 
HIV-1 [Torbeev et Kent 2007]. Il a été montré aussi que la technique est utile dans 
l’attachement d’un peptide sur un substrat solide. Helms et ses collègues ont montré, par 
résonance des plasmons de surface, qu’il est possible de modifier un substrat d’or avec un 
peptide liant la streptavidine [Helms et al. 2007]. Diverses concentrations de peptides ont 
été testées, et il s’est avéré que même à une très faible concentration (10nM) il est possible 
d’effectuer la liaison par NCL. Ceci est un net avantage dans le cas où de faibles quantités 
de biomolécules sont disponibles.  
 
1.3.3 Laisses moléculaires. 
 
Dans le cadre de cette thèse, la laisse sera composée d’une chaîne de polyéthylène glycol 
(PEG). Il s’agit d’un polymère linéaire composé de sous unité oxyde d’éthylène (figure 
1.21). Des chaînes de quelques centaines de daltons jusqu’à 10 MDa peuvent être 
synthétisées et sont commercialement disponibles avec une grande variété de 
fonctionnalisations aux extrémités des chaînes. Les principales caractéristiques qui en font 
un candidat de choix sont sa biocompatibilité et son caractère hydrophile. Enfin, en raison 
de la stabilité du polymère, l’attachement d’un PEG requiert des manipulations moins 
délicates que lors de l’attachement d’un brin d’ADN.  
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Dû à leur composition chimique ainsi qu’au milieu dans lequel ils se trouvent les polymères 
peuvent retenir une conformation linéaire plus longue. Cette caractéristique de rigidité du 
polymère, la longueur de persistance, se définit comme « la distance dans laquelle la 
corrélation dans la direction des tangentes est perdue » [Flory 1969]. En d’autres termes, la 
distance où une conformation droite de la chaîne peut être maintenue. Cette longueur 
équivaut à 50nm pour une double hélice ADN, 10µm pour un filament d’actine. Dans l’eau, 
les PEG quant à eux, ont une longueur de persistance de 3,8Å, soit approximativement la 
longueur d’un monomère[Gutjahr et al. 2006]. Ceci en fait donc un polymère très flexible.  
 
 
Figure 1.22 : Niveau d’énergie pour les conformations trans-trans-gauche et all trans de la 
chaîne PEG avec stabilisation par une molécule d’eau[Oesterhelt et al. 1999] 
 
Les deux extrémités de la chaîne se trouvent à une distance aléatoire ne pouvant excéder le 
rayon de contour L  défini par : 
 L = aN (1.6) 
 
Où a est la longueur d’un monomère et N le nombre d’unité monomérique. Ceci correspond 
en fait à la longueur maximale de la chaîne. La distance moyenne entre les deux extrémités 
dans une conformation repliée est définie par le rayon de Flory Rf exprimé selon : 
 
 Rf=N
νa2/5υ1/5 (1.7) 
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Où ν = 3/5 et υ est le volume d’exclusion du polymère [Pincus 1975]. Aussi, pour un PEG 
immobilisé sur une surface, le rayon de Flory a été estimé par Jeppesen et al [Jeppesen et 
al. 2001] à environ aN0,64. Ce groupe a réalisé une expérience où deux cylindres couverts de 
mica ont été fonctionnalisés, l’un par un PEG biotinylé et l’autre par de la streptavidine 
(figure 1.23a), et approchés l’un de l’autre afin de mesurer des évènements de liaison. Il a 
été trouvé que des liens streptavidine-biotine étaient mesurables à une distance de 
séparation supérieure au rayon de Flory. Par une simulation Monte-Carlo, ils ont proposé 
que le rayon de capture soit supérieur à Rf, mais inférieur au rayon de contour L (figure 
1.23b). Cette information permet donc d’estimer, dans le cas du biocapteur proposé, la 
position moyenne d’un objet fixé sur la laisse moléculaire. 
 
Figure 1.23: a) schéma du montage réalisé par Jeppesen et al. avec le rayon de Flory illustré 
en pointillés b) simulation de la distance d'équilibre, de liaison et maximale en fonction du 
nombre d'unités[Jeppesen et al. 2001] 
 
1.3.4 Affinité de la biotine pour l’avidine. 
 
Sur la laisse moléculaire fixée par la technique de NCL se trouvera, selon le prototype 
proposé à la figure 1.14, un élément sensible au pH. L’élément de reconnaissance qui 
permettra l’ouverture et la fermeture de la construction moléculaire est l’affinité variant en 
pH entre la 2-iminobiotine et l’avidine. Tandis que la biotine forme un lien fort avec 
l’avidine, l’iminobiotine forme un lien dont l’affinité dépend fortement du pH de la 
solution.  
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L’avidine est une protéine tétramérique de 66-69 kDa [Korpela 1984]. Chaque sous-unité, 
nommée homotétramère, peut lier une molécule de biotine. Il est connu que le couple 
avidine/biotine forme un lien très solide qui est souvent considéré comme irréversible 
[Blankenburg et al. 1989]. La constante de dissociation du couple est d’environ 10-15 mol-1 
ce qui en fait l’une des affinités les plus élevées connues [Green 1963]. Il existe plusieurs 
analogues de l’avidine tels que la neutravidine, qui est une version déglycosilée de la 
protéine, ou encore la streptavidine. Cette dernière est produite à partir de bactéries du 
genre streptomyce. La streptavidine montre des propriétés similaires à l’avidine.  
 
Cette affinité tire son origine du positionnement de la molécule de biotine dans la pochette 
de liaison de l’un des quatre homotétramères qui composent l’avidine. La présence de 
certains acides aminés (Asn23, Ser27, Tyr43, Ser45, Asn49, Ser88, Tyr90, Asp129), qui 
sont situés à certaines positions clés dans la séquence de la protéine, confère une stabilité 
remarquable au ligand. La figure 1.24 montre la configuration de la biotine et de 
l’iminobiotine au sein de la streptavidine ainsi que les différents liens qui expliquent cette 
stabilité. 
 
 
Figure 1.24 : A) interaction de la biotine avec la streptavidine B) interaction de la 2-
iminobiotine avec la streptavidine avec les divers ponts hydrogène en pointillés [Reznik et 
al. 1998]. 
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On observe que la force du lien provient des nombreux ponts hydrogènes formés ainsi que 
de plusieurs interactions de Van der Waals. On peut compter sur la figure huit ponts 
hydrogène qui peuvent se former lors de l’insertion de la biotine dans la pochette de liaison. 
La figure 1.24b illustre la 2-iminobiotine dans une position identique. La configuration de 
l’analogue est sensiblement la même que pour la biotine, cependant le groupement -C=N-H 
que l’on retrouve sur l’iminobiotine vient altérer la possibilité de formation de lien de type 
pont H. La protonation et déprotonation (figure 1.25) de l’imine lors du changement de pH 
sont le point clé de la variation de cette affinité puisque seule la forme non ionisée de 
l’iminobiotine lie l’avidine. 
 
 
Figure 1.25 : Représentation des états non protonés et protonés de l’2-iminobiotine 
[Athappilly et Hendrickson 1997] 
 
La constante d’affinité de la biotine (10-15M) est largement plus faible que celle de 
l’iminobiotine à pH basique (10-11M) ou pH acide (10-3M) [Fudem-Goldin et Orr 1990]. 
Ainsi, plusieurs équipes [Yuan et al. 2000b; Lee et al. 1994; Moy et al. 1994b] ont quantifié 
la force de ces liens par spectroscopie de force (AFM) et les ont comparées. Des mesures 
de force par AFM ont été réalisées a partir d’une pointe d’AFM modifiée à l’aide d’avidine 
(ou streptavidine) et d’une surface fonctionnalisée avec de la biotine, 2-iminobiotine ou 
desthiobiotine. On peut lire dans le tableau de la figure 1.26 la force nécessaire en 
picoNewtons pour briser les liens entre divers analogues de la biotine et l’avidine ou 
streptavidine. La force nécessaire est deux fois plus élevée pour la biotine que pour 
l’iminobiotine. On observe également que la streptavidine produit des forces de rupture 
notablement plus élevées que pour l’avidine. Sur la figure 1.26b, on trouve en abscisse la 
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distance de la surface et en ordonnée la force de rupture. L’amplitude du pic montré donne 
ainsi la force nécessaire pour briser le lien. Ainsi les mesures montrent qu’à une valeur de 
pH de 4, la force requise est environ quatre fois plus faible qu’à une valeur de pH de 10. 
Ces informations s’avèrent particulièrement utiles pour faire des attachements aisément 
réversibles.  
 
Figure 1.26 : a) tableau des forces de liaisons (Fu), enthalpie (ΔH) et énergie libre de Gibbs 
(ΔG) pour 5 liens ligand-récepteurs[Moy et al. 1994b] b) Courbe de force de rupture du lien 
2 iminobiotine-streptavidine à pH 4, 7, 10[Moy et al. 1994a]. 
 
1.3.5 Les fluorophores. 
 
Finalement, pour compléter la construction du biocapteur, des fluorophores organiques 
seront utilisés. Il s’agit souvent de molécules comprenant plusieurs cycles aromatiques 
conjugués dans lesquels sont délocalisés des électrons π. Plusieurs molécules ont été 
développées afin d’obtenir de la fluorescence sur une grande plage du spectre visible. On 
trouve d’ailleurs plusieurs grandes familles de molécules basées sur un même noyau sur 
lequel on apporte des modifications chimiques afin de moduler leurs propriétés de 
fluorescence ; on peut citer en exemple les molécules AlexaFluor [site web Invitrogen] qui 
sont basées sur des structures de coumarin, xanthène ou rhodamine. La figure 1.27 montre 
la structure d’un dérivé de la rhodamine, le Texas Red ainsi que le spectre d’absorption et 
d’émission de la molécule.  
 
Le spectre du Texas-Red montre un maximum d’absorption à 589 nm et un maximum 
d’émission à 615 nm. L’utilisation de filtres optiques appropriés permet le découplage de 
l’excitation et de l’émission. Il existe certains inconvénients à l’usage de fluorophores 
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organiques. Il est notamment connu qu’après un certain temps d’excitation une perte de 
fluorescence est observée. Il s’agit du phénomène de photoblanchiment [Eggeling et al. 
1998] et chaque fluorophore possède un temps de photoblanchiment qui lui est propre. Ce 
processus irréversible résulte d’une dégradation ou altération chimique de la molécule 
fluorescente due à une réaction photochimique avec une espèce présente dans le milieu par 
exemple l’oxygène.  
 
 
Figure 1.27 : a) structure de la molécule du TexasRed  et son b) spectre d’absorption (bleu) 
et d’émission (rouge) (source [Invitrogen 2012a]). 
 
Bien que les fluorophores organiques soient toujours couramment utilisés, de nouveaux 
fluorophores ont été développés. On peut citer notamment les protéines fluorescentes 
(exemple GFP) ou encore les points quantiques ou quantum dots (Qdots). Ces derniers sont 
des nanocristaux de matériau semi-conducteur, typiquement du séléniure de cadmium. Les 
points quantiques (figure 1.28a) sont composés d’un cœur en semi-conducteur couvert 
d’une coquille servant à isoler celui-ci. Cette coquille est elle-même couverte d’une couche 
polymérique servant à stabiliser le point quantique. Cette couche permet aussi de lier des 
biomolécules, comme la streptavidine, créant ainsi une surface réactive permettant leur 
immobilisation. Cette structure possède des propriétés optiques très intéressantes, car il 
s’agit d’un puits quantique dans lequel le confinement des excitons se fait en trois 
dimensions. La variation de la taille du colloïde ainsi que le choix du matériau semi-
conducteur permet d’obtenir divers types de points ayant une longueur d’onde d’émission 
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sur toute la plage du spectre visible et du proche l’infrarouge. La figure 1.28 montre la 
structure d’un point quantique ainsi que les spectres d’absorption et d’émission de divers 
types de points.  
 
 
Figure 1.28 : a) structure d’un point quantique b) spectre d’absorption (lignes continues) et 
d’émission (lignes pointillées) de 7 types de points quantiques différents.[Invitrogen 2012b] 
 
Tel qu’illustré à la figure 1.28, l’absorption de la lumière d’excitation augmente avec la 
diminution de la longueur d’onde. Ceci permet de sélectionner la longueur d’onde 
d’excitation afin d’éviter qu’il y ait chevauchement avec la longueur d’onde d’émission. Il 
est également possible d’exciter plusieurs points émettant à diverses longueurs d’onde avec 
la même source lumineuse.  
 
Propriétés Fluorophores organiques Points quantiques 
Coefficient d’absorption  molaire 2.5×104–2.5 × 105M–1 cm–1 
105–106 M–1 cm–1 
(la valeur augmente lors d’une 
excitation dans l’UV) 
Pic d’émission 
Assymétrique : 
FWHM :35nm à 70–100nm 
Symétrique gaussien 
FWHM, 30–90 nm 
Rendement quantique 0.5–1.0 (visible), 0.05–0.25 (NIR) 0.1–0.8 (visible), 0.2–0.7 (NIR) 
Tableau 1.2: tableau comparatif des propriétés des fluorophores organiques par rapport aux 
points quantiques. 
 
Il a été montré [Bruchez Jr. et al. 1998] que les points quantiques seraient en pratique vingt 
fois plus brillants et au moins 100 fois plus stables à la photodégradation que la rhodamine. 
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Les points quantiques sont plus stables à la dégradation provoquant le photoblanchiment, ce 
qui augmente le temps disponible d’observation [Alivisatos et al. 2005]. 
 
Le tableau 1.2 extrait d’une revue de littérature publiée par Resch-Genger et al. [Resch-
genger et al. 2008] illustre la comparaison entre les fluorophores organiques et les points 
quantiques. Un comparatif plus exhaustif est présenté dans l’article cité. Sommairement, on 
observe que le rendement quantique des fluorophores organiques est équivalent dans le 
visible à celui des points quantiques, mais est nettement inférieur dans le proche infrarouge 
(NIR). Aussi, l’absorption molaire est au minimum dix fois plus élevée pour les points 
quantiques. Ceci permet un gain notable de fluorescence. L’émission étant donc plus élevée 
ceci conduit à meilleur rapport signal/bruit [Kawasaki et Player 2005]. Enfin, la raie 
d’émission est légèrement plus large pour les fluorophores organiques et est asymétrique 
s’étendant du côté des hautes longueurs d’onde.  
 
En contrepartie, il a été montré que les points quantiques sont cytotoxiques. La dégradation 
de ceux-ci libère des ions de métaux lourds (ex. cadmium, Cd2+)[Derfus et al. 2004]. Ces 
ions sont connus pour être toxiques, ce qui pourrait s’avérer problématique pour 
l’utilisation in vivo à long terme. Enfin, il est connu que la plupart des fluorophores 
organiques sont sensibles aux variations de pH. Les points quantiques n’échappent pas à 
cette règle et ceux-ci sont stables seulement pour des pH variant de 6 à 9. En dehors de 
cette plage, ils se dégradent ou s’agglomèrent. 
 
1.4 Résumé 
 
Les biocapteurs sont le sujet d’intense recherche en raison de leur grand potentiel 
d’utilisation. Ceux-ci permettent de transcrire un événement biologique prenant place dans 
un milieu d’analyse en un signal électrique. Ils sont composés de deux principales 
composantes. Premièrement, on retrouve un élément de reconnaissance biologique propre à 
l’espèce étudiée et mis en contact avec l’échantillon. Et deuxièmement, un élément de 
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transduction du signal. Cette transduction peut se faire, entre autres, par la détection d’une 
variation de masse, de température, de courant, de fluorescence. Ils font donc appel à un 
grand nombre de concepts, que ce soit au niveau des espèces biologiques utilisées, leurs 
immobilisations sur le support ou encore la méthode de transduction.    
 
Dans le cas spécifique de la détection de fluorescence, un gain ou une diminution de 
fluorescence permet de suivre l’événement de reconnaissance moléculaire. Ceci peut se 
faire par l’apport ou le retrait d’un fluorophore de la zone de détection. Dans la plupart des 
cas, le marquage de l’échantillon avec fluorophore exogène est nécessaire. Ceci devient 
problématique dans le cas l’utilisation in vivo, car le marquage est difficile et est 
incompatible avec une autorégénération du biocapteur. Certains biocapteurs présentés, 
proposaient donc l’utilisation d’un marqueur intrinsèque au système. 
 
La problématique identifiée est de trouver une méthode permettant de créer un biocapteur à 
fluorescence n’utilisant pas de marqueurs fluorescents exogènes. L’utilisation in vivo, 
requière la présence d’un fluorophore intrinsèque permettant la régénération un grand 
nombre de fois. L’intégration des composantes optiques et électroniques pourrait favoriser 
aussi l’implantation in vivo.  
 
Le modèle proposé consiste donc en un élément de reconnaissance immobilisé sur le 
substrat ainsi qu’un fluorophore immobilisé sur un bras polymérique. Le déplacement 
compétitif du fluorophore par la molécule ciblée permettra à celui-ci de bouger dans le 
champ évanescent produit par un guide d’onde. L’éjection de la molécule cible permettra la 
régénération du biocapteur par le retour en surface du fluorophore lequel était maintenu à 
proximité par le bras polymérique.  
 
Cette conception fait donc appel à plusieurs éléments de construction. La silanisation du 
substrat permettra l’immobilisation de la construction sur un guide d’onde planaire. La 
laisse polymérique, composée d’un PEG sera immobilisée par la méthode NCL. L’élément 
de reconnaissance choisi pour le prototype est l’affinité variable en pH de l’avidine, une 
protéine tétramérique, pour la 2-iminobiotine. Enfin pour la détection de fluorescence, les 
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points quantiques seront utilisés en raison de leurs propriétés de fluorescence accrues. Un 
tel biocapteur permettrait l’implantation in vivo et une réversibilité ce qui permettrait la 
régénération du biocapteur tout en ayant une grande surface sensible.  
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CHAPITRE 2 :       
MATÉRIEL ET MÉTHODES. 
 
Ce chapitre présente les principales méthodes de caractérisation utilisées dans cette thèse. 
La caractérisation de surfaces biofonctionnalisées est essentielle dans le cadre de la 
fabrication de biocapteur. Toutefois, une telle caractérisation lance d’importants défis. 
D’abord, la taille physique des biomolécules, laquelle varie de quelques nanomètres à 
quelques microns.[Swalen et al. 1987] Cependant, le plus grand défi réside dans la densité 
surfacique de molécules présentes qui est très faible. Il est estimé qu’une monocouche 
comprend une concentration surfacique de molécules de 0,1 µmole/cm2 pour des thiols 
compacts [Chaki et Vijayamohanan 2002] à une concentration de quelques picomoles/cm2 
pour les constructions à partir de silanes [Kobayashi et al. 2004; Chrisey et al. 1996; 
Krasnoslobodtsev et Smirnov 2002]. La taille de la zone d’analyse peut être de quelques 
microns seulement, ceci requiert donc l’usage de techniques très sensibles. Enfin, les 
couches de biomolécules sont très fragiles, il faut donc que la technique d’analyse soit non 
destructrice. Certaines méthodes utilisées pour faire de telles caractérisations seront décrites 
dans ce chapitre.  
 
La principale méthode utilisée est la mesure de résonance des plasmons de surface. La 
microscopie AFM en mode imagerie et mesure de force, la microscopie à fluorescence, la 
mesure d’angles de contact ainsi que la spectroscopie des photoélectrons X seront aussi 
présentées. Enfin, les méthodes de conditionnement de surfaces ainsi que les méthodes de 
préparation des échantillons seront décrites.  
 
2.1 Résonance des plasmons de surfaces.  
 
La résonance des plasmons de surface (SPR) permet de suivre l’ajout ou le retrait de 
molécule sur un substrat métallique. Cette technique servira à caractériser les étapes de 
construction du mécanisme moléculaire du biocapteur. 
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2.1.1 Théorie. 
 
Les plasmons sont des quasi-particules qui tirent leurs origines de la quantification de 
l’oscillation du plasma atomique. En d’autres termes, il s’agit d’une oscillation de la densité 
du nuage électronique en surface d’un métal. On parle d’un plasmon dit « de surface » 
lorsque cette oscillation se situe à l’interface d’un métal et d’un diélectrique. Cette onde 
provoquée par l’oscillation des plasmons se propage de façon non radiative parallèlement à 
l’interface. L’excitation de la résonance par un rayon lumineux polarisation transverse 
magnétique se produit lorsque les quantités de mouvement sont équivalentes [Collings et 
Caruso 1997].  
 
Un champ électrique est associé à l’oscillation des plasmons excités par le faisceau laser et 
génère un champ évanescent à l’interface entre la couche métallique et le matériau 
diélectrique. L’intensité de ce champ électrique décroît exponentiellement dans l’espace à 
mesure que l’on s’éloigne de l’interface métal/diélectrique. La figure 2.1 montre l’étendue 
de ce champ à la fois dans le diélectrique et dans le métal. La profondeur de pénétration 
selon l’axe Z, perpendiculaire à la surface, est supérieure dans le milieu diélectrique et sa 
valeur est égale à environ la moitié de la valeur de la longueur d’onde de la source 
d’excitation. La longueur d’onde dans le champ, quant à elle, est identique à la longueur 
d’onde de l’excitation[Barnes et al. 2003].  
 
 
Figure 2.1 : Oscillation des plasmons à une interface métal-diélectrique et intensité du 
champ évanescent dans les deux milieux 
 
Le vecteur d’onde des plasmons spk peut être représenté par l’équation suivante.  
 
dm
dm
sp
c
k




 
(2.1) 
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Où εm et εd sont les permittivités relatives du métal et du diélectrique, ω est la fréquence 
angulaire de la source d’excitation et c la vitesse de la lumière dans le vide. Pour qu’il y ait 
excitation des plasmons par un faisceau lumineux, il faut que le vecteur d’onde de la source 
d’excitation soit équivalent au vecteur d’onde des plasmons. Puisque cette condition n’est 
pas possible en lumière ambiante, il faut utiliser une méthode de couplage du faisceau 
lumineux. La méthode de couplage par réflexion totale atténuée dans un prisme est la 
technique la plus employée pour les appareils commerciaux [Green et al. 2000]. 
 
Cette méthode de couplage, aussi appelée configuration de Kretschmann [Kretschmann 
1978], illustré à la figure 2.2 [Roh et al. 2011], se fait via l’utilisation d’un prisme à fort 
indice de réfraction. La couche métallique est déposée sur une face du prisme. Une source 
lumineuse polarisée, usuellement un laser muni d’un filtre polarisant est dirigé vers la 
couche métallique. La polarisation utilisée est la polarisation transverse magnétique. Un 
photodétecteur ou une caméra est utilisée afin de mesurer la puissance du faisceau après 
réflexion sur la surface métallique.  
 
 
 
Figure 2.2 : Représentation d’un Spectromètre de résonance des plasmons de surfaces dans 
la configuration de Kretschmann[Roh et al. 2011]. 
 
La réflexion totale interne du laser sur la surface métallique crée un champ évanescent. Le 
vecteur d’onde de ce champ est représenté par l’équation suivante : 
  sinpev n
c
k   (2.2) 
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Où np est l’indice de réfraction du prisme et θ l’angle d’incidence du faisceau. Pour avoir 
un couplage, il faut résoudre la condition evsp kk  . Ainsi, lorsque les deux précédentes 
équations sont couplées et l’angle θp isolé, on trouve la relation suivante : 
 





 
dm
dm
p
p
n 
 1sin 1  (2.3) 
Ainsi, on trouve que si np et εm sont maintenus constants, θp devient dépendant de εd. Il 
devient donc possible d’évaluer εd à partir d’une simple mesure de θp. Sachant que   
 
 nm = m  (2.4) 
Ainsi, toute variation d’indice de réfraction d’un milieu situé dans le champ évanescent du 
système influencera directement l’angle optimum de couplage des plasmons de surface qui 
est évaluer à partir de la mesure de l’intensité du signal réfléchi [Liebermann and Knoll 
2000].  
 
 
Figure 2.3 :  Représentation du déplacement de la courbe SPR angulaire avec l’ajout de 
molécule à l’interface métallique. 
 
Dans un contexte biologique ou chimique, l’ajout ou le retrait de molécules à l’interface 
altérera l’indice de réfraction du milieu à proximité du métal et entrainera un déplacement 
de l’angle de couplage optimum qui correspond au minimum de la courbe de réflectance en 
fonction de l’angle en général tel que présenté en figure 2.3. Sur cette figure, trois quantités 
de molécules sont illustrées ainsi que le spectre SPR angulaire associé à chaque niveau 
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d’attachement. Ainsi, avec l’augmentation de la quantité de molécules en surface, la courbe 
se déplace vers les plus forts angles. 
 
2.1.2 Substrat pour mesures SPR. 
 
Les substrats utilisés pour faire des analyses de type SPR peuvent être fabriqués à partir de 
divers métaux comme l’or, l’argent ou l’aluminium [Raether 1988]. Ces métaux ont une 
permittivité relative, aux longueurs d’ondes situées dans le visible, qui permet de répondre 
à la condition de génération des plasmons décrite à l’équation 2.1. Pour ce faire, la partie 
réelle de εm doit être négative et sa valeur absolue doit être plus petite que εd. Parmi ces 
métaux, l’or et l’argent sont les plus couramment utilisés. Bien que l’argent ait une 
sensibilité plus élevée, l’or reste le choix de prédilection en raison de sa stabilité supérieure 
à l’oxydation. La composition typique des échantillons est une couche d’or déposée sur un 
substrat de verre ayant un indice de réfraction équivalent à celui du prisme. Comme l’or 
n’adhère pas parfaitement aux oxydes, une couche de chrome est utilisée comme promoteur 
d’adhésion [Schneider 2003].  
 
2.1.2.1 Nettoyage de surfaces de verre. 
 
Le nettoyage des surfaces est essentiel avant leur utilisation afin d’enlever les dépôts de 
matières organiques. Ceci permet d’assurer une plus grande efficacité de la réaction, mais 
aussi d’assurer la reproductibilité des traitements effectués. Les lames de verres utilisées 
ont été nettoyées selon le protocole suivant. Les lames sont premièrement nettoyées par 
frottement dans un savon (Hellmanex, à une concentration de 1%) et puis mise au bain 
ultrason pendant 3 minutes dans ce savon. Elles sont ensuite rincées à l’eau distillée et puis 
mise à nouveau dans le bain ultrason pendant 3 minutes dans l’eau distillée. Par la suite, 
elles sont nettoyées à la solution piranha pendant 12 minutes et puis rincée à l’eau distillée. 
Elles sont enfin mises dans le bain ultrason 3 minutes dans l’eau distillée et ensuite dans un 
second bain de 3 minutes dans l’isopropanol. Une fois le nettoyage complété, les lames de 
verre sont séchées sous un jet d’azote. 
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2.1.2.2 Solution piranha.  
 
La solution piranha est un mélange permettant de nettoyer les surfaces. Cette solution est 
régulièrement utilisée dans l’industrie de la microélectronique comme alternative à l’acide 
chromique pour le nettoyage des substrats, car ce dernier peut laisser des traces de métaux 
lourds sur la surface. La solution est préparée par le mélange d’acide sulfurique concentré 
(Fisherbrand) avec du peroxyde d’hydrogène (70%, Sigma-Aldrich) dans un ratio de 3 parts 
d’acide pour une part de peroxyde. La réaction produit de l’acide peroxysulfurique (H2SO5) 
et est largement exothermique ce qui amène la solution à une température d’environ 120°C. 
Une fois préparé, le mélange devient un oxydant puissant en raison de la libération d’un 
atome d’oxygène (radical) par la dégradation de l’acide peroxysulfurique [Pillai 2007]. La 
réaction peut être décrite comme suit :  
 
 H2SO4 + H2O2 → H3O+ + HSO4− + O (2.5) 
Ceci permet de nettoyer les surfaces en dégradant les contaminations organiques. De plus, 
il a été montré que le nettoyage à l’aide de la solution piranha peut aussi oxyder ou créer un 
grand nombre de groupements hydroxyles sur une surface comme le verre par exemple 
[Seu et al. 2007]. Le mélange doit être préparé juste avant l’utilisation, car l’acide 
peroxysulfurique est très instable donc l’efficacité de la solution est de courte durée.  
 
2.1.2.3  Substrats SPR de type Cr/Au. 
 
Des lames de microscope standards (verre BK7) ont été utilisées comme supports de base 
pour la fabrication des substrats SPR. Avant de procéder aux dépôts de métaux, les lames 
de verre ont été nettoyées selon le protocole décrit. Elles seront utilisées telles quelles au 
moment de l’évaporation de métaux.  
 
Le dépôt métallique a été réalisé dans un évaporateur de type E-beam (BOC Edwards, 
modèle: AUTO 306). L’évaporation métallique est réalisée sous vide. L’or n’adhérant pas 
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bien sur les oxydes, une couche d'adhésion de chrome de 3 nm a été déposée dans un 
premier temps. Suite à ce dépôt, une couche d'or de 48 nm a été déposée successivement 
sans briser le vide entre les évaporations. Il est important de ne pas briser le vide afin 
d’évider l’oxydation du chrome. Les épaisseurs de chrome et or choisies offrent la 
meilleure réponse spectrale [Chabot 2008]. Ces valeurs sont d’ailleurs typiquement 
utilisées dans la littérature [Raether 1988]. Enfin, les substrats sont conservés sous 
atmosphère inerte jusqu’à leur utilisation. Avant d’être utilisés, les échantillons ont été 
lavés à nouveau à la solution piranha. 
 
2.1.2.4 Substrats Cr/Au/Si02 et Cr/Au/Si3N4. 
 
Pour la préparation des échantillons SPR pourvus d’une couche d’oxyde de silicium (SiO2) 
ou de nitrure de silicium (Si3N4), les substrats de départ ont été préparés tel que présenté 
précédemment. Les dépôts de couches d’oxyde de silicium ou de nitrure de silicium ont été 
réalisés en utilisant la même méthode de fabrication soit en utilisant la méthode de dépôt 
chimique en phase vapeur assistée par plasma (PECVD) en utilisant les systèmes STS 
(MESC Multiplex CVD). Une épaisseur variant entre 5 et 20 nm a été déposée sur les 
couches métalliques (13,56 MHz, 10 nm/min). Suite au dépôt d'oxyde de silicium, les 
échantillons ont été conservés sous atmosphère inerte jusqu’à leur utilisation.  
 
2.1.3 Description du montage.  
 
Le montage utilisé pour faire les analyses SPR est un appareil maison fabriqué par Vincent 
Chabot [Chabot 2008]. Le système, illustré à la figure 2.4, comprend trois composantes: 
une source lumineuse, un prisme supportant l’échantillon couplé à une chambre fluidique et 
un système de mesure d’intensité lumineuse.  
 
La source lumineuse est une diode laser ( Thorlabs, USA) , de 4 mW à 635 nm. Un iris est 
fixé à la sortie du laser, limitant la taille du faisceau avant que celui-ci soit réfléchi sur la 
surface inférieure de l’échantillon. L’échantillon est placé sur le prisme de BK7 (Melles 
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Griot, USA) permettant le couplage du faisceau. Une couche de liquide d’indice de 
réfraction similaire au prisme ( n = 1,5140, Cargilles Laboratories, NJ) est déposée sur le 
prisme. Ceci permet un couplage optimum de la lumière du prisme vers l’échantillon en 
évitant la réflexion totale causée par une couche d’air potentiellement présente entre 
l’échantillon et le prisme. Une chambre fluidique en téflon est montée sur l’échantillon et 
permet de contenir des liquides dans un volume variant de quelques centaines de 
microlitres à 1,5 ml maximum. Le faisceau est ensuite réfléchi vers le photodétecteur 
(Thorlabs DET100A) afin d’évaluer l’intensité du signal réfléchi. Dans sa version finale, ce 
système est composé d’un prisme séparant les deux polarisations du faisceau incident, 
permettant ainsi d’utiliser la polarisation S comme référence afin d’éliminer l’influence des 
variations temporelles de puissance. 
 
 
Figure 2.4 : Schéma du système SPR utilisé lors de cette étude 
 
La source lumineuse ainsi que le système de détection sont montés sur deux bras 
indépendants. Ceux-ci sont déplacés grâce à des moteurs pour effectuer un balayage 
angulaire. Le contrôle du système ainsi que l’enregistrement et l’analyse du signal sont faits 
via un logiciel conçu dans le laboratoire et développé sur la plate-forme LabVIEW. Deux 
modes de mesure sont prévus, le mode angulaire ou le mode à angles fixes. Le premier 
mode correspond à la mesure de l’intensité en fonction de l’angle du laser. À partir de 
l’information obtenue en mode angulaire, il est possible de déterminer les paramètres 
nécessaires au second mode soit la mesure la réflectance en temps réel à un angle donné. 
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Sur le spectre angulaire, un angle (nommé θfixe), est déterminé. Cet angle doit être compris 
dans la partie linéaire de la courbe angulaire. Ainsi, tel qu’illustré à la figure 2.5a, à chaque 
déplacement du pic de résonance des plasmons correspond une nouvelle valeur d’intensité 
lumineuse. Lorsque ces valeurs d’intensité sont rapportées en fonction du temps, on obtient 
alors le tracé présenté en figure 2.5b.  
 
 
Figure 2.5 : déplacement d’une courbe angulaire à selon la modification du substrat b) 
variation d’intensité correspondante pour un angle (θfixe ) déterminé 
 
L’acquisition du signal d’intensité à intervalles déterminés permet de déterminer les 
cinétiques de reconnaissance moléculaire ou de réaction chimique à la surface.  
 
2.1.4 Analyse des résultats de cinétiques. 
 
Les informations de cinétique de la réaction de NCL de bradykinine ont été obtenues par 
l’application d’un modèle non linéaire sur chaque courbe obtenue en mode angle fixe où la 
réflectance est obtenue en fonction du temps. Le modèle consiste en une composante 
exponentielle représentant la partie cinétique de la réaction à l’étude superposée avec une 
dérive linéaire associée à l’adhésion non spécifique de molécules à la surface. Le meilleur 
ajustement de courbe a été obtenu par l’utilisation d’une optimisation non linéaire non 
contrainte employant la méthode Nelder-Mead Simplex. 
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2.2 Microscopie à force atomique. 
 
La microscopie à force atomique fait partie de la famille des microscopes à sondes à 
balayage. Cette technique a été développée en 1986 par Binnig et al. [Binnig and Quate 
1986] suite à la conception de son prédécesseur, le microscope à effet tunnel (STM). Bien 
que la résolution puisse atteindre l’échelle atomique et moléculaire, la STM possède 
certaines limitations, notamment la difficulté d’imager des échantillons non conducteurs. 
L’obtention d’images de surface de cristaux [Ohnesorge and Binnig 1993] a montré que 
l’AFM est capable de résolution atomique sur des échantillons non conducteurs dans des 
conditions ambiantes [Sokolov et al. 2002]. 
 
2.2.1 Imagerie par microscopie par force atomique. 
 
Le principe de la microscopie par force atomique repose sur les interactions entre 
l’extrémité d’une pointe et la surface imagée. Cette pointe est montée sous un ressort lequel 
peut être de forme rectangulaire ou triangulaire. Celles-ci sont typiquement faites de nitrure 
de silicium. On considère que la sonde se comporte comme un ressort qui suit la loi de 
Hookes [Ratner and Tsukruk 1996], soit : 
 
 F(Z) = - KΔZ (2.6) 
   
où F la force appliquée est proportionnelle à Z, le déplacement effectué, et à K la constante 
de rappel du ressort. Cette constante K est propre à chaque sonde et dépend de ses 
caractéristiques physiques soit, sa forme qui peut-être rectangulaire ou triangulaire, ses 
dimensions (largeur, longueur et épaisseur) et enfin le matériel utilisé. La pointe placée sur 
ce ressort constitue le seul point de contact avec la surface. À proximité de la surface, la 
pointe subit des forces attractives et répulsives, tel qu’illustré à la figure suivante.  
 
La figure 2.6a schématise la courbe de potentiel Lennard-Jones pour une pointe d’AFM 
approchant d’une surface. À grande distance, la balance des forces attractives et répulsives 
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est nulle. À l’approche de la surface, les forces attractives qui sont principalement 
composées d’interaction de Van der Waals agissent sur la pointe. Avec l’avancée de la 
pointe, les forces deviennent répulsives et provoquent une déflexion du ressort.  
 
 
Figure 2.6 : a) Courbe de potentiel Lennard-Jones représentant les forces d’interaction 
agissant entre une pointe d’AFM et un échantillon [Jalili and Laxminarayana 2004] b) 
formation d’une image lors du balayage d’une sonde AFM sur une surface. 
 
En balayant la pointe sur la surface, il est possible de mesurer la topographie de la surface 
en enregistrant les déflexions du ressort (figure 2.6b). La détection des variations de 
mouvement de la pointe se fait via un laser réfléchi sur le ressort et dirigé vers une matrice 
de diodes photosensibles. En mesurant les variations de potentiel dans les photodiodes, il 
est possible de reconstituer la topographie. Dans le cas de cette étude, microscope 
commercial Bioscopetm de la compagnie Digital Instrument (USA) a été utilisé.  
 
2.2.2 Mode mesure de force (Forcescope). 
 
La spectroscopie de force est une technique basée sur la microscopie à force atomique dans 
le but de mesurer des forces d’interaction entre une pointe et la surface d’un échantillon 
[Janshoff et al. 2000]. Contrairement à la technique d’imagerie, en spectroscopie de force, 
la mesure ne repose sur aucun système de rétroaction. La déflexion de la pointe est mesurée 
lors de son déplacement dans l’espace, plus particulièrement dans l’axe perpendiculaire à la 
surface. Ceci permet d’obtenir des informations sur les interactions présentes. Cette 
méthode est très flexible et a permis de mesurer la rigidité de cellules, la force de liaison 
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entre divers récepteurs et ligands, la force nécessaire au dépliement d’une protéine ou 
encore la force de liens covalents.  
 
L’appareil utilisé (figure 2.7a) pour ces travaux est un appareil conçu dans nos laboratoires. 
Les différentes composantes sont schématisées à la figure 2.7b. La cellule (1) est fixée sur 
un bâti qui repose sur un tube piézoélectrique (2) bougeant uniquement selon l’axe Z, ainsi 
que deux vis micrométriques permettant de faire l’approche vers l’échantillon (3). Pour 
mesurer la déflexion du ressort, un faisceau laser (4) est positionné sur l’extrémité du 
ressort afin d’être réfléchi dans une photodiode (5). Cette photodiode est composée de deux 
sections indépendantes. Le déplacement de la pointe engendre un déplacement du faisceau 
vers l’une ou l’autre de ces sections  
 
Figure 2.7 : a) Microscope AFM et la cellule sur laquelle est monté la pointe b) schéma des 
composantes du microscope AFM. En superposition, la réflexion du laser sur la pointe vers 
la photodiode. 
 
Une expérience typique de spectroscopie de force est schématisée en figure 2.8. Imaginons 
une surface recouverte d’une couche de polymère et une pointe pouvant capturer 
l’extrémité d’une chaîne polymérique. La courbe présentée illustre la déflexion de la pointe 
en fonction de sa position. En se référant à la loi de Hooke, il est donc possible de traduire 
la valeur de déflexion en valeur de force puisque la constante de ressort est connue. Au 
départ, la sonde approche la surface (courbe bleue), celle-ci commence à fléchir sous les 
forces répulsives lorsqu’elle entre en contact avec la couche polymérique. L’approche se 
poursuit jusqu’à ce que la pointe entre en contact avec le substrat. La rétractation de la 
pointe est symbolisée par la courbe rouge. Si une chaîne de polymère est capturée, elle 
appliquera une traction sur la pointe. La chaîne sera étirée jusqu’à ce que la force de 
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traction soit supérieure à la force du lien pointe-chaine. À ce moment, il y aura rupture et la 
déflexion du ressort redeviendra nulle. Ceci est appelé le point de rupture. À partir de cette 
mesure, il est possible d’extraire 3 informations principales : 
 
 
Figure 2.8 : représentation d’une courbe issue d’une expérience de mesure de force à 
l’approche (bleue) et au retrait de la sonde (rouge). Les valeurs « a » et « b » représentent 
respectivement les valeurs d’épaisseur d’une couche sur la surface et de longueur de 
rupture de l’ l’interaction mesurée 
 
 
- À l’approche, la distance entre le point où il y a un début de déflexion du ressort et la 
surface, marquée « a » sur la figure, fournit une estimation de l’épaisseur du film 
polymérique. 
- Au retrait, la distance entre la surface et le point de rupture marquée « b » sur la figure  
donne la longueur de la chaîne de polymère capturée  
- La valeur de force au point de rupture correspond à la force du lien brisé, par exemple un 
lien covalent [Grandbois 1999] ou un lien ligand-récepteur[Yuan et al. 2000a] 
 
2.2.3 Modification de pointes d’AFM par l’avidine.  
 
Des pointes d’AFM fonctionnalisées avec de l’avidine seront utilisées pour réaliser les 
expériences de mesure en force afin de capturer des chaînes PEG comportant des 
groupements biotine. Le protocole utilisé pour les préparer est dérivé du protocole proposé 
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par le groupe de Moy [Moy et al. 1994]. Les pointes d’AFM (Au-MLCT, Veeco, USA, NP-
S) sont nettoyées dans un premier temps à la solution piranha. Un temps d’immersion dans 
la solution piranha de trente secondes est suffisant. Une immersion plus longue a eu pour 
effet à certaines occasions d’abîmer les pointes. Suite au traitement piranha, les pointes 
rincées à l’eau distillée, sont mises dans le PBS pour environ cinq minutes puis mises dans 
un autre volume d’eau distillée. Les pointes sont par la suite transférées dans une solution 
1mg/ml de BSA marquée avec de la biotine (BSAb, Aldrich, USA) puis laissées à réagir 
pour dix-huit heures à 4°C. Dans ces conditions, la BSAb forme un film uniforme sur les 
pointes. Comme plusieurs biotines sont disponibles sur une seule BSAb (8-16 unités 
biotines par BSA), on peut présumer que plusieurs biotines seront disponibles pour 
accrocher une avidine. Afin de consolider la couche formée sur la pointe, cette dernière est 
immergée dans une solution aqueuse 25% dans l’eau de glutaraldéhyde à partir d’une 
solution commerciale à 50% (Sigma-Aldrich, USA). Le glutaraldéhyde peut réagir avec 
plusieurs groupements fonctionnels de la protéine tels que les groupements amine, thiols, 
imidazoles ou phénols [Migneault et al. 2004]. La présence de deux groupements aldéhydes 
sur la molécule permet donc de lier deux protéines avoisinantes. Suite à ce traitement, les 
pointes sont lavées à l’eau, au PBS 1X et à l’eau de nouveau. Les pointes ainsi 
fonctionnalisées sont conservées à 4°C jusqu’au moment de leur utilisation. À ce moment, 
les pointes seront plongées dans une solution d’avidine ( 1mg/ml dans PBS 1X,) pendant 
une heure puis rincée au PBS avant d’être montées sur la cellule de l’AFM 
 
2.3 Microscopie optique. 
 
La microscopie optique permet d’observer la fluorescence [Sauer et al. 2011] provenant 
d’échantillons fonctionnalisés. Ceci permettra de caractériser l’attachement des 
biomolécules sur des substrats de verres. L’observation de fluorescence en mode TIRF 
permettra d’observer l’immobilisation de fluorophore dans les limites d’un champ 
évanescent. Ceci permettra d’observer les fluorophores de façon équivalente à ce qui sera 
obtenu suite à la fonctionnalisation de guides d’ondes. 
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2.3.1 Microscopie à épifluorescence.  
 
Le microscope à épifluorescence est une version modifiée du microscope à fluorescence en 
transmission [Lakowicz 2006]. Son principe de fonctionnement est illustré à la figure 2.9. 
La source lumineuse passe dans un premier filtre qui ne laisse passer que la longueur 
d’onde d’excitation. La source lumineuse peut être une source avec une large plage 
d’émission comme une lampe au mercure ou une source monochromatique comme un 
éclairage DEL ou un laser. Le faisceau à la longueur d’onde d’excitation est réfléchi grâce à 
un miroir dichroïque vers l’échantillon, en passant par l’objectif. Une portion de la 
fluorescence émise par l’échantillon, ainsi que de la lumière à la longueur d’onde 
d’excitation réfléchie par la surface de l’échantillon, sont collectées par l’objectif. Le miroir 
dichroïque permet d’éliminer la lumière d’excitation. Le faisceau passe par un second filtre 
conçu pour laisser passer uniquement la lumière à la longueur d’onde du fluorophore 
observé.  
 
 
Figure 2.9 : représentation d’un microscope à épifluorescence. 
 
Dans le cadre des travaux présentés, un microscope commercial a été utilisé. Il s’agit d’un 
microscope Zeiss Axiovert muni d’un objectif 40X. L’illumination utilisée provient d’une 
lampe au mercure. 
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2.3.2 Microscopie TIRF. 
 
La microscopie TIRF [Burghardt and Axelrod 1981] est basée sur l’illumination par un 
champ évanescent qui est généré par la réflexion totale interne d’une source lumineuse, tel 
que présenté au chapitre précédent. L’exploitation de ce champ évanescent possède 
l’avantage de limiter la taille du volume illuminé [Axelrod 2003]. La profondeur de 
pénétration du champ est estimée de 50 à 300 nm comparativement à la microscopie à 
fluorescence où le volume d’illumination est macroscopique. La microscopie TIRF permet 
donc d’observer des phénomènes se produisant à l’interface verre/milieu.  
 
Chez le microscope TIRF utilisé dans le cadre de cette thèse, l’illumination et la collection 
se font via l’objectif basé sur un microscope inversé. Il s’agit du type de microscope TIRF 
le plus courant parmi les appareils commerciaux. Un schéma décrivant le principe du 
microscope est montré à la figure suivante.  
 
 
Figure 2.10 :a) représentation d’un microscope TIRF [Bioss 2012] b) représentation du 
trajet de la source d’illumination dans un objectif à haute ouverture numérique de 
microscope TIRF[Ross et al. 2012].  
 
La source lumineuse émise par un laser est réfléchie sur un miroir mobile puis dirigé vers 
l’objectif en passant au travers d’un miroir dichroïque. La fluorescence est récoltée par 
l’objectif, réfléchie par le miroir dichroïque et enfin captée par une caméra CCD (figure 
2.10a). Un filtre sélectif à la longueur d’émission du fluorophore permet d’éliminer la 
contamination par la source d’excitation. Le point clé est que pour créer le champ 
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évanescent le faisceau être positionné avec un angle supérieur à l’angle critique. Pour 
obtenir cet angle, le faisceau lumineux doit être excentré par rapport à l’axe de l’objectif 
(figure 2.10b). Son positionnement se fait grâce au miroir mobile.  
 
L’objectif joue un rôle central dans ce type de microscopie. Afin d’obtenir un angle 
d’illumination suffisant pour créer un champ évanescent, on choisira un objectif (figure 
2.10b) possédant une grande ouverture numérique (O.N.) [Stout and Axelrod 1989]. 
L’ouverture numérique peut être calculée par l’équation suivante : 
 
 O.N. = n sin θ (2.7) 
 
Dans cette équation n correspond à l’indice de réfraction du milieu et θ à la moitié de 
l’ouverture angulaire de l’objectif. Afin de produire un champ évanescent, il est essentiel 
que la valeur d’ouverture numérique soit supérieure à l’indice du milieu. Par conséquent, 
pour l’observation dans un milieu aqueux, il est nécessaire d’utiliser un objectif d’ouverture 
numérique avec une ouverture supérieure à 1,4. L’usage d’objectifs à forte ouverture 
requiert l’utilisation de lamelles de verre de haut indice de réfraction. Dans le cadre des 
travaux présentés, un microscope commercial a été utilisé. Il s’agit d’un microscope Nikon 
Eclipse (TE-2000-E) muni d’un objectif 100X. L’illumination utilisée provient d’un laser 
bleu (488 nm).  
 
2.3.3 Montage de mesure de fluorescence sur guides d’ondes plans. 
 
Le guide d’onde utilisé est monté sur un support mobile ce qui permet d’ajuster la position 
de l’échantillon selon deux axes. La source lumineuse est un laser à diode à état solide 
(DPSS) de longueur d’onde de 473 nm, couplé dans une fibre optique monomode. Pour 
faciliter le couplage de la source vers le guide, l’extrémité de la fibre est montée sur un 
système de positionnement piézoélectrique. Ceci permet d’optimiser la qualité du couplage 
dans le guide d’ondes.  
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Un système d’imagerie est placé au-dessus de l’échantillon afin de mesurer l’émission à 
partir du guide d’onde. La lumière émise est collectée via un objectif de microscope 10X à 
longue distance de travail. Deux caméras sont montées sur le système et permettent de 
mesurer en simultané la lumière à deux longueurs d’ondes. La lumière incidente est séparée 
par un miroir dichroïque et dirigée vers chacune des caméras. Des filtres permettant de 
sélectionner les longueurs d’ondes appropriées permettent donc d’observer la fluorescence 
dans un cas et la lumière d’excitation dans l’autre. Ceci permet de comparer l’intensité 
issue de la fluorescence à celle de l’excitation.  
 
2.4 Caractérisation par mesure d’angle de contact.  
 
La technique de mesure d’angle de contact permet de caractériser des énergies de surface 
en lien avec caractéristiques physico-chimiques de celle-ci par l’évaluation de la 
mouillabilité de ces surfaces [Bhattacharya et al. 2005]. La mouillabilité est la capacité 
d’un liquide à maintenir un contact avec une surface solide [de Gennes 1985]. Le degré de 
mouillabilité est déterminé par l’équilibre entre les forces adhésives et les forces cohésives 
dans le liquide. Ainsi, une modification des propriétés de surfaces suite à une 
fonctionnalisation changera la mouillabilité observée. 
 
2.4.1 Théorie. 
 
Au point de contact de la goutte, on trouve une jonction de trois phases : solide, liquide et 
gazeuse. Ce système est représenté à la figure 2.11. Ces trois phases sont représentées par 
α, β et ϴ auxquelles ont peut associer un angle. Dans tous les cas, la somme des trois angles 
doit donner 2π (360°). L’amplitude de chaque angle est liée à la nature de la phase elle-
même ainsi que celle des phases qui la borde. La caractéristique principale des interfaces 
représentées ici est la tension de surface (γ). Il s’agit de l’énergie nécessaire pour créer une 
unité d’air à une interface donnée. [Atkins 1994] 
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Angle 
 de contact 
Degré de mouillage Force 
Interactions 
Sol./Liq 
Interactions 
Liq./Liq. 
Ɵ = 0° Mouillage complet Fortes Faibles 
0° < Ɵ < 90° Haut mouillage Fortes Fortes 
Faibles Faibles 
90° ≤ Ɵ ≤ 180° Faible mouillage Faibles Fortes 
Ɵ = 180 Non-mouillage Faibles Fortes 
Tableau 2.1 : Tableau des caractéristiques des interactions dans le système « surface-goutte 
» en fonction de l’angle de contact. 
 
On voit donc que plus la force d’interaction entre le liquide et la surface augmente, 
comparativement aux forces cohésives dans le liquide, plus le mouillage augmente. Dans 
ces conditions, il devient énergiquement favorable de former une interface solide/liquide. 
En termes de tension de surface, on trouve donc que lorsque l’angle de contact se situe 
entre 0 et 90°, la tension de surface à l’interface solide/liquide est plus faible que la tension 
de surface à l’interface solide/gaz. 
 
 γsl < γsg (2.9) 
 
La mouillabilité est donc caractéristique de la surface. La possibilité de former des ponts 
hydrogènes, des interactions ioniques ou de Van der Waals favorisera le mouillage. La 
nature des groupements chimiques exposés en surface influencera donc l’angle de contact. 
Il est possible d’observer des variations de mouillage pour des substrats de nature similaire 
si des différences sont présentes au niveau de l’arrangement atomique. Par exemple, des 
polymères branchés auront un arrangement moins compact que ceux ayant des chaînes 
linéaires. Selon le cas, l’angle de contact sera différent.  
 
2.4.2 Description du système.  
 
Il existe plusieurs méthodes pour caractériser la mouillabilité d’une surface. L’une des plus 
simples est la méthode de la goutte sessile. La méthode consiste à observer une goutte d’un 
liquide d’énergie surfacique connue sur un substrat et de mesurer l’angle de contact à l’aide 
d’un goniomètre.  
  
77 
 
 
Le système utilisé pour mesurer l’angle de contact sur les diverses surfaces a été conçu 
dans notre laboratoire. Le montage, montré à la figure 2.13 est composé d’une caméra 
numérique (Mighty scope, Aven tools) couplée à un système de rétro éclairage à D.E.L.. 
L’échantillon est placé sur un système de micromanipulateur (Thorlabs, USA) permettant 
de déplacer l’échantillon afin de centrer la goutte dans le champ de vision de la caméra, 
mais aussi de la placer au foyer. Le dépôt de la goutte, d’un volume de 2 µl, se fait 
manuellement via un système mécanique qui contrôle une microseringue. Ceci assure la 
reproductibilité du volume déposé. L’ensemble est contenu dans une boîte fermée afin de 
minimiser les mouvements d’air ainsi que l’évaporation.  
 
 
Figure 2.13 : Montage d’angle de contact 
 
Pour prendre une mesure, une goutte est déposée sur la surface puis une photo est prise 
perpendiculairement à la surface de façon à voir le profil de la goutte. L’image est traitée 
dans un programme d’analyse d’image afin d’extraire les angles de contact. La figure 2.14 
illustre un exemple de photographie de goutte ainsi que l’analyse.    
 
Le programme utilisé pour extraire les valeurs d’angle est Dropsnake Analysis Software 
[Stalder et al. 2006]. Afin d’obtenir la valeur d’angle, il suffit de placer un certain nombre 
de points sur le pourtour de la goutte symbolisés par des points bleus sur l’image. À cette 
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étape, le programme nous donne une valeur approximative d’angle. L’analyse est ensuite 
lancée et le programme fait une modélisation par B-spline snake method du contour de la 
goutte, symbolisé par des points rouges (figure 2.14), et donne les valeurs d’angle calculé à 
partir du contour modelé. Les valeurs d’angle pour les côtés gauche et droit de la goutte 
sont ainsi obtenues.   
 
 
Figure 2.14 : Analyse d’image permettant la mesure de l’angle de contact en utilisant le 
programme Dropsnake Analysis. 
 
 
2.5 Caractérisation par spectroscopie des photoélectrons X. 
 
La méthode de caractérisation par spectroscopie des photoélectrons X (XPS) permet 
d’identifier les espèces chimiques présentes à la surface d’un échantillon [Siegbahn 1970; 
Ratner and Castner 1997]. L’échantillon est exposé à un rayonnement X monochromatique 
d’énergie connue ce qui provoque une ionisation de l’échantillon (figure 2.15a). Les 
électrons éjectés suite à la photo-ionisation possèdent une certaine énergie cinétique 
laquelle est mesurée. À partir de cette information, il est possible d’extraire l’énergie de 
liaison de l’électron éjecté. L’énergie de liaison correspond à la différence de l’énergie 
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cinétique mesurée soustraite de l’énergie du rayonnement d’excitation[Carlson 1975]. Les 
électrons de chaque orbitale pour chaque élément atomique possèdent une énergie de 
liaison qui leur est propre. En filtrant les électrons entrants et en balayant le spectre des 
énergies de liaisons disponibles, il devient donc possible d’obtenir la composition chimique 
de l’échantillon (figure 2.15b)[Turner 1986].  
 
 
 
Figure 2.15 : a) éjection d’un photoélectron suite à une irradiation par une source de rayons 
X b) Schéma d’un spectromètre XPS (1) source de rayons X (2) échantillon (3) lentilles 
magnétiques (4) sélecteur d’énergie (5) détecteur (6) traitement du signal et extraction de la 
composition chimique. 
 
L’appareil utilisé pour l’analyse des échantillons est un spectromètre AXIS HSi de la 
compagnie Kratos Analytical Ltd. (Manchester, UK) opéré par le personnel de l’Institut des 
matériaux et systèmes intelligents (IMSI) de l’Université de Sherbrooke. La source de 
rayon X est une anode d’aluminium soumise à une excitation de 120 Watts (raie : 
aluminium Kα monochromatique). Pour un maximum de capture des photoélectrons X, les 
échantillons analysés ont été placés perpendiculairement au détecteur. Pour chaque 
échantillon, un graphique du nombre de photoélectrons mesurés (CPS) en fonction de leur 
énergie de liaison est produit. À partir de ce graphique, la concentration atomique de 
chaque élément présent est extraite. Cette valeur, exprimée en termes de pourcentage de 
concentration atomique (%At Conc), sera utilisée afin de comparer les échantillons. 
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2.6 Résumé.  
 
La caractérisation de la modification de surface par des biomolécules est essentielle dans le 
cadre de la fabrication de biocapteur. La préparation de constructions moléculaires 
complexes nécessite un suivi rigoureux afin de s’assurer du bon fonctionnement du 
biocapteur. Une telle caractérisation lance d’importants défis : d’abord, la taille des 
molécules employées varie de quelques nanomètres à quelques microns, mais de façon plus 
importante, on trouve que la densité surfacique de molécules présentes qui est très faible, 
variant de quelques picomoles à quelques micromoles par centimètre carré. L’usage de 
techniques très sensibles est requis. Diverses techniques seront utilisées afin de caractériser 
les étapes de fabrications du biocapteur. Chacune d’elles offrant des informations 
différentes, l’usage complémentaire de plusieurs techniques permet de s’assurer de 
l’exactitude de la modification chimique visée.  
 
La principale technique de caractérisation utilisée lors de cette étude est la résonance des 
plasmons de surface. Cette technique permettant de mesurer des variations d’indices de 
réfraction provoquée par l’ajout ou le retrait de molécule sur la surface. Cette technique 
permettra donc de caractériser les différentes étapes de construction du mécanisme 
moléculaire. De plus, elle sera utilisée afin de suivre la réponse du biocapteur vis à vis une 
modulation du pH. 
 
Ensuite, des méthodes de microscopie ont été présentées. Avec l’AFM en mode d’imagerie, 
des informations topographiques seront obtenues. Ce mode permettra donc d’observer 
l’évolution en termes de rugosité de substrats SPR selon les traitements appliqués. Ceci 
permettra de voir comment ses traitements affectent la rugosité. Parallèlement à ceci, le 
mode « forcescope » sera utilisé afin de valider la présence de laisses moléculaires liées de 
façon covalente sur le substrat. La microscopie de fluorescence permettra quant à elle de 
vérifier la présence de fluorophores immobilisés sur des substrats de verre. Cette technique 
permettra de valider les constructions moléculaires par l’attachement de streptavidine 
marquées d’un fluorophores. 
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Ensuite, la méthode de mesure d’angle de contact a été présentée. La modification d’un 
substrat par une biomolécule altère l’angle de contact. Il sera donc possible de caractériser 
et de suivre les étapes de fonctionnalisation d’un substrat par l’évolution de l’angle de 
contact mesuré.  
 
Finalement, la spectroscopie des photoélectrons X a été présentée. Cette technique permet 
de faire une caractérisation élémentaire d’un échantillon. Encore une fois, cette permettra 
de caractériser et de suivre les étapes de fonctionnalisation d’un substrat par l’identification 
d’éléments chimiques présents dans l’échantillon.  
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CHAPITRE 3. :        
PRÉPARATION ET FONCTIONNALISATION 
DE SURFACES. 
 
Dans le cadre de cette étude, il s’avérait primordial d’être en mesure de modifier un substrat 
de SiO2 afin d’obtenir une surface comportant des groupements amine. L’intérêt d’un tel 
groupement est de pouvoir y attacher une biomolécule comprenant un groupement acide 
carboxylique. L’attachement de la biomolécule se fera via la formation d’un lien peptidique 
issue de la réaction catalysée de l’acide carboxylique de la biomolécule avec une amine de 
la surface. Ce type de liaison est bien connu et est la base de la chimie de synthèse 
peptidique [Han and Kim 2004]. Le premier objectif de ce chapitre est présenter les 
résultats de caractérisation de la silanisation de surfaces menant à l’obtention de 
groupements aminés ainsi que l’attachement d’une biomolécule sur ces derniers. Deux 
méthodes de silanisation seront présentées, chacune d’elles utilisant un silane différent soit 
le chloromethylphenylchlorosilane et le 3-aminopropylsilane.  
 
La molécule d’intérêt devant être fixé sur la surface silanisée présentant un groupement 
amine est la cystéine. Cet acide aminé, comprenant un groupement thiol, est essentiel à 
l’attachement de la laisse par la réaction de liaison chimique native (NCL). Toutefois, la 
présence d’un groupement thiol sur cet acide aminé devient problématique dans le cadre de 
l’étude de cette réaction par SPR. Les groupements thiols sont connus pour réagir avec l’or 
dont sont fabriqués les substrats nécessaires à l’observation par SPR [Laibinis et al. 1991b]. 
Le second objectif de ce chapitre est donc de proposer une méthode de passivation des 
substrats SPR ainsi que la caractérisation de la silanisation de tels substrats passivés.  
 
 
 
    PRÉPARATION ET FONCTIONNALISATION DE SURFACES 
 
86 
 
3.1 Silanisation par le chloromethylphenylchlorosilane. 
 
Un premier type de silane a été testé visant la fonctionnalisation de substrats de verre. Il 
s’agit du chloromethylphenylchlorosilane qui est représenté à la figure 3.1. Le fait que le 
groupement chlorométhylphenyl soit identique au groupement réactif qui se retrouve sur la 
résine Merrifield rend son utilisation intéressante. Cette résine est couramment utilisée en 
synthèse peptidique sur support solide [Merrifield 1963]. Ceci permet donc d’utiliser des 
voies chimiques déjà connues en synthèse peptidique et de les appliquer à la construction 
de molécules sur les substrats de verre. 
 
3.1.1 Méthode et mécanisme  
 
La figure 3.1 montre le protocole de formation d’une molécule fonctionnelle sur la 
monocouche chloromethylphenylchlorosilane. Dans un premier temps, la surface propre est 
silanisée en phase vapeur dans une atmosphère d’azote. Les chlorosilanes étant très réactifs, 
l’utilisation d’une atmosphère d’azote permet d’abaisser la quantité d’eau dans l’air afin de 
contrôler la polymérisation en surface. Afin d’amorcer la réaction, la surface est placée au-
dessus d’un mélange 80:20 (en volume) de (chloromethylphenyl)methyldichlorosilane et 
(chloromethylphenyl)dimethylchlorosilane pour une période de deux minutes. 
 
Heise et al [Heise et al. 1998] ont montré que les propriétés d’une couche mixte de silane 
ne varient pas toujours de façon proportionnelle avec la concentration des espèces en 
solution. Le groupement terminal a une influence nette sur les groupements environnants. 
Par exemple, un groupement polaire sera beaucoup plus hydrophile s’il se trouve dans un 
environnement non polaire que s’il se trouve dans une monocouche composée de molécules 
aussi polaires. Dans cette étude, le groupement terminal pour les deux silanes étant le 
même, la différenciation se fait au niveau des substituant servant à ancrer la molécule en 
surface. L’utilisation d’un silane ne comportant qu’un seul groupement chloro servait à 
limiter la polymérisation latérale afin d’éviter d’avoir une quantité excessive de silane en 
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surface. La surface est ensuite recuite à 90°C sous un vide de 25 mm de mercure, pendant 
une heure.  
 
 
 
Figure 3.1 : mécanisme d’attachement d’une molécule comprenant un acide carboxylique 
(R-COOH) sur une surface de SiO2 fonctionnalisée par le chloromethylphenylsilane 
 
Suite à la silanisation, la surface peut être entreposée à 4°C jusqu’au moment de son 
utilisation. L’étape suivante consiste à attacher une molécule sous forme d’un sel de 
césium. Dans le cas présent, un acide aminé, la Boc-β-alanine est utilisée. Une masse 
d’acide aminé de 100 mg est pesée dans un ballon et dissoute dans une solution composée 
de 5 ml d’eau et 2 ml d’éthanol (95%). Le pH de cette solution étant acide, une solution de 
carbonate de césium (CsCO3, 22%) est ajoutée goutte à goutte pour atteindre un pH neutre. 
Cette neutralisation permet la formation du sel de césium de l’acide aminé. Le produit est 
ensuite séché avec un évaporateur rotatif. Un volume de 5 ml de benzène est ajouté avant 
l’évaporation. Le benzène formant un mélange azéotrope avec l’eau,  l’élimination de l’eau 
est facilitée. Cette opération est répétée deux fois afin d’éliminer au maximum les traces 
d’eau. Le produit est ensuite lyophilisé pour un minimum de cinq heures. Le produit sec est 
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dissout dans un volume de DMF avec une concentration approximative de 10mM, auquel 
est ajouté environ 10 mg d’iodure de césium (CsI). Les substrats précédemment silanisés 
sont immergés dans cette solution et laissés sous agitation pendant 24 heures. Ils sont enfin 
lavés au DMF et au DCM. À ce moment, le groupement Boc protégeant toujours l’amine 
primaire de la β-alanine, les substrats peuvent encore une fois être conservés à 4°C jusqu’à 
utilisation. Pour la dernière étape, soit l’attachement d’une biomolécule d’intérêt sur 
l’amine, le groupement Boc doit être clivé par un traitement à l’aide d’une solution d’acide 
trifluoracétique (TFA, 40% dans DCM) pendant 15min. Suite à cette étape, la surface est 
rincée au DCM puis avec une solution de DEA (5% dans DCM). 
 
3.1.2 Caractérisation XPS de la silanisation par le 
chloromethylphenylchlorosilane. 
 
Une caractérisation de la fonctionnalisation a été faite par XPS sur des substrats de nitrure 
de silicium (PECVD, sur verre) afin de vérifier l’efficacité de la fonctionnalisation. La 
figure 3.2 présente les spectres associés à une séquence d’échantillons à diverses étapes.  
 
Il est possible de suivre qualitativement les différentes étapes de la fonctionnalisation via 
l’apparition d’éléments marqueurs. La figure 3.2a montre une surface propre de nitrure de 
silicium sur verre. On y observe principalement des bandes associées au silicium et à 
l’azote. L’oxygène peut provenir du substrat de verre. Sur le spectre on note aussi la 
présence d’une bande faible associée au carbone qui pourrait provenir de molécules 
organiques adhérés lors d’un rinçage avec un solvant ou encore de contaminants 
atmosphériques.  
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Figure 3.2 : a) spectre XPS d’une surface de Si3N4 propre b) spectre XPS d’une surface de 
Si3N4 silanisée par chloromethylphenylchlorosilane c) spectre XPS de l’attachement de 
TFA sur une surface de Si3N4 silanisée par chloromethylphenylchlorosilane. 
 
La figure 3.2b illustre le spectre XPS obtenue après la première étape de fonctionnalisation 
soit la silanisation avec le mélange de chloromethylphenylchlorosilane. On retrouve les 
mêmes éléments que sur l’échantillon propre auquel s’ajoute le chlore. Le chlore sert de 
marqueur nous indiquant la présence du silane en surface.  
 
Enfin, un sel de césium d’acide trifluoroacétique (TFA) a été préparé selon le protocole 
établi pour la Boc-β-alanine (section 3.1.1). Les masses de produits utilisés ont été ajustées 
afin de respecter les ratios molaires prévus. Les atomes fluor du TFA servant de marqueurs, 
il a été possible de suivre l’attachement de la molécule sur le substrat. À la figure 3.2c, on 
peut remarquer l’apparition de fluor dans l’échantillon et la disparition du chlore. Ceci est 
provoqué par le processus d’échange pendant la réaction d’attachement du sel de césium 
sur le chloromethylphenylsilane pendant lequel le chlore de ce dernier est éjecté.  
 
    PRÉPARATION ET FONCTIONNALISATION DE SURFACES 
 
90 
 
3.1.3 Caractérisation en fluorescence de la silanisation par le 
chloromethylphenylchlorosilane. 
 
Afin de s’assurer de la disponibilité des groupements amines, suite à la fonctionnalisation 
d’un substrat, une vérification par fluorescence a été réalisée. La stratégie employée 
consiste, dans un premier temps, à obtenir une surface aminée selon le protocole présenté à 
la section 3.1.1. Dans le cas présenté, une surface de nitrure de silicium (Si3N4) a été 
nettoyée à l’aide de la solution piranha et puis fonctionnalisée. Un PEG muni d’un 
groupement iminobiotine et N-Hydroxysuccinimide (NHS-PEG-iminobiotine, 10kDa) a été 
attaché sur l’amine (1mg/ml PEG dans PBS, O.N). Le NHS est une molécule qui 
lorsqu’estérifié à un acide carboxylique, rend se dernier réactif à un groupement amine libre 
sans faire usage d’un autre agent de couplage. Il est possible d’isoler cet ester actif de la 
molécule ainsi, plusieurs molécules sont commercialement disponibles avec ce groupement 
rendant la fonctionnalisation plus simple. Cette méthode a aussi l’avantage de pouvoir être 
utilisée dans un milieu aqueux ce qui est essentiel pour la fonctionnalisation de protéine. La 
figure 3.3 montre le résultat de l’attachement de streptavidines marquées avec du 
TexasRed(1mg/ml, 30min, Molecular Probes) sur la surface fonctionnalisée.  
 
À pH=7, après lavage de la streptavidine non attachée, on observe une forte intensité 
lumineuse, indiquant l’attachement de la streptavidine-TexasRed sur la couche de PEG-
iminobiotine de façon uniforme. À ce pH, le lien iminobiotine-streptavidine est assez fort 
pour immobiliser le fluorophore en surface. Cependant, lorsque la surface est lavée avec 
une solution ayant un pH de 4, le lien s’affaiblit et la streptavidine-TexasRed est relâchée 
dans le milieu et puis éliminée par le lavage. Ceci provoque une diminution drastique de la 
fluorescence. Il est possible de voir cependant encore des points de fluorescence. Ceux-ci 
sont probablement dus à une adsorption non spécifique de la streptavidine ou d’agrégats de 
streptavidine-TexasRed. Par exemple, les trois points disposés en triangles au bas à gauche 
de la figure, visibles également à un pH de 7, sont probablement des agrégats de 
fluorophores reconnaissables en raison de leur taille. Néanmoins, puisque la majorité de la 
fluorescence a disparu avec le lavage, on peut en déduire que l’attachement était spécifique. 
Par conséquent, il est possible d’affirmer que la construction chimique est valide. 
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Figure 3.3 : Attachement de streptavidine-TexasRed sur un substrat de Si3N4  
fonctionnalisé avec la 2-iminobiotine, à pH = 7 et pH = 3. 
 
3.2 Silanisation par le 3-Aminopropyltriméthoxysilane. 
 
La méthode décrite à la section 3.1.1 présente une certaine versatilité vis-à-vis le choix de 
molécules attachées autant à l’étape de la synthèse du sel de césium qu’à l’étape du 
couplage sur l’amine primaire. Elle permet aussi de séparer temporellement les différentes 
étapes grâce à la formation de produits intermédiaires stables avec une dégradation 
minimale. Cependant, le processus est relativement long, le temps requis pour obtenir une 
surface aminée étant d’environ deux jours. De plus, le rendement des diverses étapes 
n’étant pas de 100%, la quantité de molécules finales trouvées s’en trouve affectée. Pour 
remédier à ce problème, un silane comprenant un groupement R aminé a été utilisé : le 3-
aminopropyltriméthoxysilane (APS). Cette stratégie permet d’obtenir un substrat ayant des 
groupements aminés en surface en une seule étape comparativement à trois pour l’approche 
précédente. Ceci permet ainsi d’obtenir une surface aminée en quelques heures.  
 
3.2.1 Méthode.  
 
L’utilisation de l’APS est l’une des méthodes les plus utilisées pour fonctionnaliser des 
substrats de verre ou d’oxyde afin d’obtenir des groupements amines libres en surface 
[Ulman 1996; Kamisetty et al. 2006; Simon et al. 2002]. Néanmoins, il existe une multitude 
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de protocoles pour réaliser la silanisation à la surface. L’une des plus communes consiste à 
exposer la surface propre à une solution de faible concentration de 2 à 5 % volumique 
d’APS pour une période variant de quelques minutes à quelques heures. Typiquement, les 
solvants utilisés sont des alcools comme le méthanol ou l’éthanol, [Chrisey et al. 
1996][Jönsson et al. 2008][Enders et al. 2006] mais il est possible d’utilise également du 
toluène [Halliwell et Cass 2001] ou de l’acétone [Fixe et al. 2004]. Les échantillons 
préparés ici ont été immergés dans une solution de concentration 2 % d'APS (Sigma-
Aldrich) dans le méthanol à température ambiante pendant une heure. Après rinçage au 
méthanol, à l'eau, et à nouveau au méthanol, ils ont été séchés sous un jet d'argon et placés 
dans un four pour un recuit d’une heure à 90°C sous un vide 25 mm de mercure. Certains 
substrats ainsi formés ont été utilisés immédiatement à la sortie de l’étuve. D’autres 
substrats ont été conservés à 4°C sous atmosphère d’argon pour usage ultérieur. La période 
de conservation maximale a été de 24 heures avant utilisation des échantillons. 
 
Le groupe de Kamisetty [Kamisetty et al. 2006] a proposé que la présence du groupement 
amine puisse jouer un rôle critique sur la conformation et la réactivité de l’APS pour la 
surface. Les groupements silanols restant en surface pourraient interagir avec les 
groupements amines fraîchement déposés les rendant inaccessibles pour l’application 
désirée. Ils sont considérés comme ayant un caractère plus acide qu’un groupement alcool. 
Il peut y avoir formation d’un simple pont H ou encore transfert du proton vers l’amine 
créant un groupement ionique stable –NH3
+ et Si-O-. Cependant, le groupement amine 
n’étant pas suffisamment réactif, il n’y pas formation d’un lien covalent. Il est donc 
possible de libérer une partie de ces groupements amines en opérant un recuit après la 
silanisation. Ce processus ne libérant pas complètement les amines, le groupe propose donc 
une méthode pour augmenter la quantité de groupements libérés via une seconde 
silanisation avec un silane hydrophobe de petite taille.   
 
3.2.2 Caractérisation XPS de la silanisation par l’APS. 
 
Une caractérisation XPS de la fonctionnalisation avec l’APS de substrats de verre et de 
nitrure de silicium (PECVD, sur verre) a été réalisée afin de vérifier l’efficacité de la 
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procédure. Dans un premier temps, la silanisation d’un substrat de verre à l’aide de l’APS a 
été caractérisée par XPS. La surface de verre propre, dont le spectre XPS est illustré à la 
figure 3.4, est composée de plusieurs éléments, dont principalement du silicium et de 
l’oxygène. On y trouve aussi du carbone qui provient vraisemblablement de contaminants 
résiduels adsorbés à la surface. Le verre a été utilisé, à cette étape, afin de suivre 
l’apparition de l’azote suite à la silanisation avec l’APS. On peut noter à la figure 3.4b, 
l’augmentation de la quantité de carbone dans le spectre suivant la silanisation. Cependant, 
l’élément marquant est cette apparition d’azote dans le spectre, azote qui correspond à 
l’amine de l’APS.  
 
 
Figure 3.4 : a) spectre XPS d’une surface de verre propre b) spectre XPS d’une surface de 
de verre silanisée par le 3-aminopropylsilane 
 
L’attachement d’un marqueur, le pentafluorophenylalanine (F5Phe), a été réalisé afin de 
pouvoir confirmer par XPS la possibilité d’un couplage d’une molécule comprenant un 
groupement acide carboxylique avec l’amine de l’APS fixé sur le substrat. La surface 
utilisée est un substrat de nitrure de silicium, tel qu’utilisé à la section 3.1.2.2 pour la 
caractérisation des chloromethylphenylsilanes. Des surfaces ont été exposées à deux 
conditions de réactions différentes visant à l’attachement. Le F5Phe a été ajouté en utilisant 
un agent de couplage, soit du N,N'-Dicyclohexylcarbodiimide ou DCC (4.4mg 
F5Phe/500ml DMF avec ajout de 120 μl de DCC 8% dans DCM). 
 
Dans le premier cas, à la figure 3.5a, un contrôle négatif où le F5Phe a été ajouté en 
l’absence de DCC est montré. On trouve, dans le spectre XPS, que l’échantillon est 
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composé principalement de silicium, carbone, azote, oxygène et une faible concentration de 
fluor. Toutefois, lorsqu’un second échantillon est exposé au milieu réactionnel, cette fois 
avec l’agent de couplage (DCC) le spectre XPS (figure 3.5b) change. Suite à l’ajout du 
F5Phe, on trouve une nette augmentation de la signature du fluor lors de l’usage de l’agent 
de couplage. Ceci révèle que des groupements amines sont disponibles à la surface suite à 
la silanisation. 
 
 
Figure 3.5 : a) spectre XPS d’une surface de Si3N4 ayant subi les conditions d’attachement 
de F5Phe (contrôle négatif) b) spectre XPS de l’attachement de F5Phe surface de Si3N4 
silanisée par APS. 
 
3.2.3 Caractérisation en fluorescence de la silanisation par l’APS. 
 
Afin de confirmer la disponibilité de groupements amines suite à la fonctionnalisation du 
substrat, une caractérisation par fluorescence a été réalisée. Le protocole employé consiste, 
dans un premier temps, à obtenir une surface aminée selon le protocole présenté à la section 
3.2.1. Un PEG muni d’un groupement biotine (NHS-PEG-biotine, 10kDa) a été attaché sur 
l’amine (5mg/ml PEG dans PBS, 1h45). La figure 3.6 montre le résultat de l’attachement 
de points quantiques (1nM, 30min, Molecular Probes) sur la surface fonctionnalisée. 
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Figure 3.6 : Attachement de Qdots (655nm) sur un substrat de Si3N4  fonctionnalisé avec un 
PEG-biotine. La surface a été exposé à des Qdots neutralisés, à droite (a), et des Qdots 
actifs, à gauche(b). 
 
La figure 3.6a montre la surface qui a été exposée à une solution de points quantiques 
marqués à la streptavidine et neutralisés par un excès de biotine libre en solution. La 
quantité de ces points trouvés en surface est négligeable, ceux-ci étant fort probablement 
adsorbés de façon non spécifique. La seconde image a été produite sur la même surface 
suite à l’exposition à une solution de points quantiques actifs, c’est-à-dire non neutralisés 
avec de la biotine libre. On voit que des points ont été attachés sur le substrat. L’image a 
été prise à la limite d’une zone fonctionnalisée de façon à faciliter la mise au foyer de 
l’image, mais surtout de montrer sur une même image le contraste entre les zones avec et 
sans points quantiques. En comparant les deux images, prises dans les mêmes conditions 
d’illumination, on peut conclure que la construction permet une reconnaissance de la 
streptavidine. Par conséquent, ceci confirme que la silanisation ainsi que le couplage au 
silane sont efficaces.  
 
3.2.4 Fonctionnalisation de surfaces utiles à la construction de guides 
d’ondes. 
 
La méthode de silanisation peut s’appliquer à plusieurs types de surfaces dans la mesure où 
des groupements –OH sont disponibles pour réagir avec le silane. La modification d’une 
surface peut être caractérisée par la mesure d’angle de contact. L’angle mesuré variera 
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selon l’état de la surface; il est donc possible déduire la présence du silane ajouté. La figure 
suivante montre le suivi de modification de surfaces variées.   
 
 
Figure 3.7 : Fonctionnalisation de 6 substrats différents (Cr/Au/Si3N4, Silicium, verre, 
TiO2, Si3N4 haute fréquence et Si3N4 basse fréquence) suivie par la méthode d’angle de 
contact. Étape 1 : Substrat propre, étape 2 : silanisation par APS, étape 3 : ajout Boc-AUA 
 
Plusieurs substrats types, fait de matériaux utilisés pour la fabrication de guides d’onde, ont 
été ciblés afin de vérifier l’efficacité de la silanisation soit :, Cr/Au/Si3N4, Silicium, lame de 
verre, TiO2, Si3N4 haute fréquence et Si3N4 basse fréquence. Les substrats Cr/Au/Si3N4 ont 
été préparés par la méthode décrite à la section 2.1.2.4, les échantillons de silicium sont 
utilisés tels que fournis par le fabricant, c’est-à-dire clivés à partir d’une gaufre. Le TiO2 
(150nm d’épaisseur) a été déposé sur une gaufre de silicium par PECVD. Les échantillons 
de nitrure de silicium haute et basse fréquence ont été préparés à partir de lames de verre 
propres (lavage piranha) sur lesquelles a été déposée une épaisseur de 150 nm de nitrure 
(HF, LF).  
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Avant le dépôt, les échantillons ont été nettoyés à la solution piranha durant 20 minutes, 
rincés à l’eau déionisée puis séchés avec un jet d’argon. Une mesure d’angle de contact est 
prise par la suite (étape1). Pour chaque échantillon, trois gouttes d’un volume de 2µl sont 
déposées et des photos sont prises immédiatement. L’analyse d’image pour chaque goutte 
nous donne deux mesures d’angle, soit l’angle à gauche et à droite de la goutte. La valeur 
reportée sur le graphique représente la moyenne des six angles mesurés pour chacun des 
échantillons. Les échantillons ont ensuite été silanisés par l’APS. Suite à ce traitement, une 
mesure d’angle est réalisée pour chaque échantillon (étape 2). Subséquemment, de l’acide 
11-aminoundécanoique protégé par un groupement BOC (BOC-AUA), a été couplé sur les 
groupements amines du silane. Une telle molécule a pour caractéristique d’avoir un 
caractère hydrophobe ceci permettra, suite à l’attachement, d’observer l’augmentation de 
l’hydrophobicité du substrat. L’observation d’une telle augmentation d’hydrophobicité 
confirme donc la présence de la molécule en surface donc du succès du couplage à l’amine 
du silane. Pour réaliser cet attachement, un agent de couplage (HATU 1eq, DEA 1,2 eq, 
BOC-AUA 1mM dans DMF) a été utilisé afin de catalyser la réaction. Suite au couplage 
réalisé sur une période de deux heures, les substrats ont été rincés au DMF et DCM et puis 
enfin séchés à nouveau avec un jet d’argon. Une mesure d’angle finale a été prise suite à 
l’attachement de BOC-AUA (étape3).   
 
On trouve donc, à la première étape, que les substrats ont des propriétés de surface bien 
différentes dues à leur composition chimique différente. Les angles de contact observés sur 
les surfaces non fonctionnalisées couvrent une plage allant de quelques degrés jusqu’à près 
de 50 degrés. L’idée n’étant pas de les comparer entre eux, mais plutôt de suivre l’évolution 
de l’angle de contact suite à chaque étape de la fonctionnalisation. La silanisation des 
échantillons par l’APS (étape 2) augmente considérablement l’angle de contact, 
spécialement pour les échantillons très hydrophiles comme le verre, le silicium ou le TiO2. 
Le changement d’angle montre clairement que les surfaces ont été modifiées par l’APS. 
Malgré le caractère hydrophile du groupement amine de l’APS, la silanisation des 
échantillons provoque dans tous les cas une augmentation de l’angle de contact. Ceci 
pourrait s’expliquer par l’absence de structure dans le film. Tel que proposé à la section 
3.2.1, une portion des groupements amines pourrait être retournés vers la surface, la chaîne 
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aliphatique devenant ainsi exposée vers l’interface surface-liquide, ce qui pourrait 
augmenter l’angle de contact. Enfin, la réaction avec le BOC-AUA crée une seconde 
augmentation de l’angle de contact, ce qui montre que les amines de la couche de silane 
sont néanmoins disponibles et que la réaction de couplage est possible.  
3.2.5 Caractérisation AFM de la silanisation par l’APS. 
 
Une caractérisation AFM d’un substrat de silicium a été réalisée afin d’évaluer l’effet de la 
silanisation sur la rugosité de la surface. Une telle caractérisation permet de vérifier si la 
silanisation produit une couche uniforme ou si une multicouche comprenant des agrégats de 
silane est produite. Dans le second cas, une augmentation de la rugosité de surface serait 
observée. L’échantillon utilisé pour ce faire est un substrat de silicium préalablement 
nettoyé à la solution piranha. Le silicium possède une couche d’oxyde natif ce qui permet 
la réaction avec le silane. La silanisation avec l’APS a été réalisée en solution dans les 
conditions décrites précédemment à la section 3.2.1. Les échantillons ont été observés par 
AFM avant et après la silanisation. La figure suivante montre des micrographies typiques 
obtenues sur un substrat propre, un substrat silanisé par l’APS et un substrat silanisé par 
l’APS sur lequel a été couplée une cystéine.  
 
 
Figure 3.8 : Mesures AFM en mode contact de la rugosité de surfaces du silicium, silicium 
silanisé par APS et silicium fonctionnalisé par APS et (Boc)2Cys. 
 
Le substrat de silicium avant la silanisation est relativement uniforme avec une rugosité 
RMS, calculé à partir des micrographies AFM, de 0,66 (±0,17) nm. La silanisation 
provoque une augmentation de rugosité jusqu’à 1,6 (±0,70) nm. Il est possible de voir des 
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grains sur la surface. Ces grains sont possiblement des agrégats de silane qui se sont liés au 
substrat. En solution, il peut se produire une polymérisation de l’APS, spécialement en 
présence d’eau, formant des ‘billes’ de polymère. Metwalli et al. [Metwalli et al. 2006] ont 
caractérisé ces structures par AFM. Ils ont montré qu’il est possible par un lavage de la 
surface d’éliminer une grande partie de ces particules, car celles-ci sont faiblement 
attachées au substrat. 
 
L’étape suivant la silanisation par l’APS est l’introduction d’une cystéine (TBTU 1,1 eq. 
DEA 1.5eq dans DMF) sur la surface. Dans ce cas, présenté à la figure 3.8, la rugosité 
diminue considérablement, passant à 1,06(±0,37) nm. On peut supposer que l’immersion 
dans le solvant pendant le couplage de la cystéine ainsi que le lavage du substrat suite à 
cette étape a contribué à éliminer une partie des agrégats produit par la silanisation ce qui 
explique la réduction de la rugosité.  
 
3.3 Substrats SPR passivés par une couche de SiO2. 
 
La méthode SPR requiert l’emploi de substrats de verre couverts d’une couche d’or. Ceux-
ci constituant la surface sensible de la mesure. Il est connu qu’il est possible de faire une 
monocouche auto-assemblée sur un substrat d’or avec des molécules du type organothiol 
[Ulman 1996]. L’emploi d’un organothiol possédant un groupement amine en extrémité de 
chaîne permet la création d’une monocouche auto-assemblée réactive facilement 
fonctionnalisable. Il est d’ailleurs possible d’utiliser le groupement amine disponible pour 
attacher diverses espèces en surface.  
 
3.3.1 Contraintes chimiques. 
 
L’exploitation de la méthode de liaison par NCL implique l’utilisation d’une cystéine et 
d’un thioester de la molécule à attacher. La cystéine est un acide aminé naturel qui 
comprend un groupement sulfhydryle également appelé thiol. La présence de ce 
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groupement sur la molécule la rend donc réactive vis-à-vis la surface d’or. Il en va de 
même pour le thioester. La réaction requiert en plus un catalyseur, qui lui aussi est thiolé.  
 
Lors de la formation d’une monocouche organique, la surface se trouve couverte par les 
molécules thiolées. La densité et l’organisation des molécules dépendent à la fois de la 
nature de la chaîne organique et de l’organisation de la surface. On pourrait croire que la 
présence d’une monocouche d’un thiol, comme un aminoalkylthiol, passiverait la surface 
d’or en bloquant les sites réactifs. Toutefois, il s’avère qu’un second thiol présent en 
solution peut se lier à la surface en éjectant et remplaçant le premier thiol. Ce phénomène 
d’échange a été caractérisé dans la littérature. [Chung and Lee 1999] 
 
La présence de nombreuses molécules thiolées utiles pour la construction moléculaire 
nécessite donc une passivation des substrats SPR. Le choix de couvrir la surface d’une 
couche d’oxyde de silicium a donc permis de passiver la surface, mais surtout d’obtenir un 
substrat qui aurait des caractéristiques chimiques semblables aux guides d’ondes prévus. Il 
devient donc possible de travailler avec un silane pour la fonctionnalisation des substrats.  
 
3.3.2 Caractérisation des substrats Cr/Au/SiO2. 
3.3.2.1 Caractérisation de la passivation. 
 
Les propriétés de passivation de la surface d’or ont en premier lieu été vérifiées. Deux types 
de surfaces, l’un sans couche de SiO2 l’autre avec une couche de SiO2 déposée par PECVD 
et d’une épaisseur de 10 nm ont été testés. La molécule choisie est le catalyseur utilisé pour 
la réaction de NCL. Dans les conditions de réaction, on trouvera le catalyseur, l’acide 
4-mercaptophenylacetic (MPAA), avec une concentration de 48mM. Le MPAA comporte 
un groupement thiol lequel peut former une liaison avec un substrat d’or. Un agent 
réducteur, le Tris(2-carboxyethyl)chlorhydrate de phosphine (TCEP), a été ajouté avec une 
concentration de 20 mM. Cet agent réducteur prévient l’oxydation des groupements thiols 
en solution[David et al. 2004]. 
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En premier lieu, le spectre SPR d’un substrat standard (Cr/Au) a été réalisé et puis ce 
substrat a été exposé au mélange de catalyseur pour une période d’une heure. Un second 
spectre SPR a été réalisé suite l’exposition afin de pouvoir observer l’attachement du 
catalyseur thiolé à la surface. La figure 3.9 montre les spectres avant et après l’exposition à 
la solution de catalyseur.  
 
 
 
Figure 3.9 : Spectre SPR de l’attachement de MPAA sur un substrat d’or propre (courbe 
noire). L’attachement provoque un déplacement de la courbe (rouge). 
 
 
 On peut voir que la courbe rouge, correspondant à l’état après l’exposition, est déplacée 
par rapport à la courbe bleue correspondant à l’état initial. Ceci est caractéristique d’une 
modification de la surface, soit un attachement du catalyseur MPAA sur la surface d’or. De 
la même façon, une exposition a été faite sur une surface passivée avec du SiO2. La 
figure 3.10 montre les spectres avant et après l’exposition à la solution de catalyseur. 
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Figure 3.10 : Spectre SPR d’un substrat d’or passivé par une couche de SiO2 (courbe noire) 
et courbe observé après l’exposition au MPAA (courbe rouge). 
 
Contrairement à la figure 3.9, où l’on observe un déplacement de la courbe SPR suite à 
l’attachement du catalyseur, aucun déplacement de la courbe SPR suite à la même 
exposition au MPAA n’est observé pour un échantillon recouvert d’une couche de SiO2. 
Ceci est visible par la superposition des courbes avant et après l’exposition (figure 3.10). 
Cette superposition témoigne de la conservation de la surface ou du moins d’une altération 
imperceptible de la surface. Dans ces conditions, il est possible de considérer le dépôt 
d’une couche de SiO2 PECVD comme une méthode efficace de passivation.  
 
3.3.2.2 Validation de l’attachement chimique par mesure d’angle de contact. 
 
Afin de s’assurer que les substrats SPR passivés par dépôt de SiO2 sont chimiquement 
actifs vis-à-vis les silanes, des réactions de silanisation et de couplage ont été réalisées sur 
des surfaces de ce type. Le protocole de silanisation requérant un recuit, il n’était pas 
possible de suivre la réaction par SPR. En effet, dans la configuration actuelle du système, 
il est difficile de retirer un échantillon et le repositionner exactement afin de poursuivre 
l’observation. La zone d’observation caractérisée par la SPR serait différente d’une fois à 
l’autre. Aussi il existe un risque de contamination de l’échantillon par l’huile d’indice de 
réfraction lors de la procédure de retrait de celui-ci. Les différentes étapes de 
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fonctionnalisation ont donc été suivies par angle de contact afin de voir la modification de 
la surface à chacune d’elle. Le tableau 3.1 montre l’évolution de l’angle à chacune des 
étapes.  
 
Étape  Angle de contact 
Propre 9±1° 
APS (2% 1h)  39±3° 
TMS (2% 1h) 38±2° 
(BOC)2Cys  60±1° 
Déprotection (10 min HCl)  22±1° 
Tableau 3.1 : tableau de l’évolution de l’angle de mouillage à chaque étape de la 
fonctionnalisation d’une surface Cr/Au/ SiO2 
 
La surface propre a un angle de mouillage d’environ 9 degrés, ce qui est environ équivalent 
à l’angle de mouillage du verre propre tel que présenté à la figure 3.7. Notons que la valeur 
d’angle de contact mesuré pour l’or propre se situe selon la littérature à environ 50 degrés 
selon les conditions d’observations [Smith 1980]. Ceci permet de confirmer la présence du 
film de SiO2. La silanisation à l’APS rend la surface plus hydrophobe tel que discuté en 
3.2.1. Une réaction de silanisation au triméthylmethoxysilane (TMS) a été réalisée de façon 
à réagir avec les groupements silanols résiduels. L’angle de contact ne changeant peu après 
cette étape, indique un bon rendement de fonctionnalisation de la surface par le premier 
silane, ce qui limite l’adsorption du second. Suite à ceci, on a ajouté le (BOC)2Cys 
(4mg/500μl DMF, avec 120μl DCC 8%/DCM), ce qui rend la surface plus hydrophobe 
(angle de 60°) en raison des deux groupements ter-butyle de la molécule. Finalement, un 
lavage au HCl (6N) pendant 30min (à T.P.) permet de retirer ces groupements ter-butyles 
de (BOC)2Cys. Ceci permet d’obtenir une surface plus hydrophile, car les groupements 
thiol et amine de la cystéine deviennent exposés.  
 
3.3.2.3 Caractérisation AFM des substrats SPR. 
 
Les substrats utilisés en SPR ont été caractérisés en microscopie AFM afin d’évaluer les 
variations de rugosité engendrées à chaque étape de leur fabrication. Des micrographies de 
surfaces d’un micromètre carré ont été prises sur chacun des substrats de verre, Cr/Au et 
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Cr/Au/SiO2. Les micrographies présentées à la figure 3.11 sont typiques de chacun des cas 
décrits.    
 
La valeur de rugosité (RMS) représente la moyenne d’environ huit micrographies. La 
rugosité des substrats de verre est de 0,66(±0,41) nm. Lors du dépôt de la couche d’or 
d’une épaisseur de 48 nm, ainsi que de la couche d’adhésion de chrome d’une épaisseur de 
3 nm, la rugosité augmente jusqu’à 1,10(±0,33) nm. Il est possible de voir sur les images 
une texture granuleuse qui correspond à des particules de métal déposées sur les substrats. 
Enfin, l’ajout d’une couche de SiO2 (PECVD), d’une épaisseur de 5 nm, provoque une 
augmentation minime de la rugosité jusqu’à 1,28 (±0,41) nm.  
 
 
Figure 3.11 : Mesure AFM en mode contact de la rugosité de surfaces de verre , verre avec 
dépôts de chrome(3nm) et or (48nm) et verre avec dépôts de chrome(3nm),or (48nm) et 
SiO2 (5nm) 
 
La valeur de rugosité des substrats est un facteur qui influence la qualité des spectres SPR. 
L’influence de la rugosité a été démontrée dans la littérature, pour un film d’or simple ou 
encore pour un substrat SPR ayant des rugosités variables pour chacune des couches qui 
composent le substrat. [Zhang et Sundararajan 2007; Velinov et al. 2011]. L’augmentation 
de la rugosité provoque un décalage de la longueur d’onde optimale de SPR vers les 
longueurs d’onde plus élevées ce qui affecte négativement la sensibilité [Gupta et al. 2002]. 
D’un point de vue de la mesure angulaire, l’augmentation de la rugosité a un double effet. 
Le pic de couplage se déplace vers les angles plus élevés et sa forme change. Si celui-ci est 
étroit et bien défini sur une surface peu rugueuse, il devient de plus en plus évasé avec 
l’augmentation de rugosité [Raether 1988, p58]. 
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L’un des facteurs principaux qui permettent de contrôler la rugosité est la méthode et la 
vitesse de dépôt. Il a été montré que cette dernière peut affecter l’indice de réfraction du 
matériau déposé [Jimenez et al. 2012]. Cette même étude a montré que le dépôt par 
PECVD est la méthode qui permet d’obtenir un film ayant la rugosité la plus faible. Dans le 
cas des échantillons produits dans le contexte de nos travaux, l’augmentation de la rugosité 
provoquée par l’ajout d’une couche de SiO2 est minimale et ne nécessite donc pas 
d’optimisation.  
 
3.4 Résumé. 
 
Il a été montré dans ce chapitre que la fonctionnalisation de surfaces de verre ou de 
matériaux de nature similaire peut être réalisée via l’utilisation de silanes. Ces silanes 
forment une couche support sur laquelle il est possible de fixer diverses molécules ou 
protéines afin de créer une surface d’intérêt.  
 
Deux méthodes de silanisation ont été proposées, l’une employant le 
chloromethylphenylchlorosilane l’autre le 3-aminopropylsilane. Chacune des deux 
méthodes a été caractérisée par spectroscopie des photoélectrons X et par fluorescence. 
L’attachement de marqueurs sur chacun des silanes a pu être suivi par ces deux techniques. 
L’observation de ces marqueurs permet de confirmer à la fois l’efficacité de la silanisation 
ainsi que l’accessibilité aux groupements actifs des silanes dans l’optique d’y coupler une 
seconde molécule. Ce dernier couplage étant une étape critique dans la construction d’un 
biocapteur, il était essentiel de s’assurer de l’efficacité de ce dernier. L’attachement de 
marqueurs fluorescents sur une biotine ou iminobiotine a permis de s’en assurer.  
 
Le choix technologique pour la poursuite s’est arrêté sur le 3-aminopropylsilane. Bien que 
les deux méthodes n’aient pas été directement comparées, l’APS a été choisi en raison de la 
simplicité de la méthode d’attachement. L’utilisation du chloromethylphenylchlorosilane 
nécessite plusieurs étapes et le temps requis pour obtenir une construction complète en fait 
une méthode moins favorable pour le développement de prototypes. 
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Ainsi, il a été démontré que la silanisation par l’APS peut être utilisée sur plusieurs types de 
substrats. Entre autres, la variation de rugosité sur un substrat de silicium a été mesurée. Il 
s’avère que la silanisation en milieu liquide produit une augmentation de la rugosité en 
raison de l’adhésion d’agrégats de silane en surface. Cependant, il est possible par un 
lavage d’éliminer partiellement ces agrégats et ainsi de ramener la rugosité à un niveau plus 
faible. L’élimination de ces agrégats par un lavage préalable permettra de conserver une 
stabilité de l’échantillon durant l’observation.  
 
Enfin, le dernier aspect abordé est le choix technologique lié au suivi de réaction chimique 
par SPR. La réaction nécessitant le suivi par SPR est la réaction de liaison chimique native, 
laquelle requiert l’emploi de molécules thiolées. Or, il est connu que les molécules 
comprenant des groupements thiols réagissent avec les surfaces d’or que composent les 
substrats SPR. Afin d’éviter des réactions indésirables avec le substrat, une passivation de 
ce dernier est nécessaire. Il a été montré que le dépôt d’une couche de SiO2, produite par la 
méthode PECVD, permet de bloquer l’accès à la couche d’or. De plus, la couche de 
passivation est compatible avec la méthode de silanisation par l’APS. Cette configuration 
sera donc adoptée pour le suivi de réaction NCL, présenté au chapitre suivant. 
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CHAPITRE 4.  :          
CONSTRUCTION D’UN MÉCANISME 
MOLÉCULAIRE PAR NCL 
 
La construction d’une surface biologiquement active nécessite la caractérisation des 
différentes étapes requises afin de confirmer l’attachement de l’entité biologique attachée à 
la surface. L’immobilisation d’une biomolécule dans une orientation aléatoire peut mener à 
une perte partielle ou complète de son l’activité. Il s’avère donc nécessaire de vérifier 
l’activité de l’espèce immobilisée. Ce chapitre présentera l’attachement, sur une surface de 
SiO2, d’un peptide modèle, la bradykinine, par la méthode de liaison chimique native 
[Dawson et al. 1994].  
 
Les étapes de construction menant à l’obtention du peptide immobilisé par la NCL seront 
suivies par SPR. En plus de la caractérisation des étapes de la réaction, l’évaluation de 
l’évolution temporelle d’un signal associé au couplage par NCL sera caractérisé afin 
déterminer la cinétique de cette réaction avec diverses concentrations de catalyseur. Ces 
travaux ont mené à la publication d’un article [Wieczerzak et al. 2008].  
 
L’obtention des informations caractérisant la réaction de NCL de la bradykinine, les 
conditions de réaction optimales ont été déterminées. À partir de ces informations, la 
fonctionnalisation de surface de thioester de PEG, en utilisant la NCL, a été étudiée par 
SPR[Hamel et al. 2009]. Les attachements de PEG d’une masse de 5 et 10 kDa ont été 
caractérisés de même que le double attachement de PEG 10kDa. Ce double attachement est 
effectué par la réaction NCL d’un PEG avec un premier PEG déjà immobilisé en surface 
par la même méthode. Dans le cadre de développement d’un biocapteur, il est d’une 
importance stratégique de contrôler la longueur de la laisse moléculaire afin de contrôler 
l’amplitude de mouvement de celle-ci dans le champ évanescent. Il peut s’avérer nécessaire 
de construire des composantes plus longues. La NCL permettant de lier efficacement deux 
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molécules de larges tailles, elle apparaît donc une solution unique pour la création de 
longues chaînes PEG. 
 
Enfin, la réaction de NCL sera caractérisée pour l’attachement de PEG 10kDa sur la 
molécule bifonctionnelle nommée molécule Y (abréviée par « mY ») et présentée au 
chapitre 1.2.2. Cette molécule constitue le cœur du mécanisme de détectant les variations 
de pH. Elle contient les trois composantes essentielles, soit la partie carboxylique pour 
l’attachement en surface, la partie thiazolidine permettant l’attachement de la laisse via la 
réaction de NCL et enfin, la partie 2-iminobiotine permettant la reconnaissance en pH. Les 
trois parties seront caractérisées individuellement, puis l’activité du mécanisme complet 
sera vérifiée.  
4.1 Caractérisation SPR de la réaction NCL d’un thioester de 
bradykinine.  
 
Dans un premier temps, nous avons voulu valider l’approche consistant en l’immobilisation 
d’une biomolécule sur un substrat créant une matrice de protéines. Une protéine modèle a 
donc été utilisée. La bradykinine, un nonapeptide (Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg), 
a été choisie. Il s’agit d’un peptide agissant comme vasodilatateur des vaisseaux sanguins 
[Dendorfer et al. 2001]. Les divers thioesters nécessaires pour la réalisation de cette étude 
ont dû être synthétisés, car ils n’étaient pas disponibles commercialement. Les détails liés à 
la synthèse et à la purification de chacun sont disponibles à l’annexe A.  
 
Les divers thioesters synthétisés avec leurs abréviations sont listés dans le tableau suivant. 
  
Molécule Nom abrégé 
Bradykinine BK 
BK-mercaptopropionyl-Leu-NH2 BK-SR 
2-iminobiotine-BK-mercaptopropionyl-Leu-NH2 iB-BK-SR 
Bradykinine-MPAA ( thioester aryle préformé ) BK-SRaryl 
Tableau 4.1 : Listes des thioesters de bradykinine synthétisés et leurs noms abrégés 
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4.1.1 Description du protocole d’attachement du thioester de bradykinine 
sur un substrat SPR. 
 
Des échantillons Cr/Au/SiO2 ont été utilisés comme substrat pour la réaction de NCL suivie 
par SPR. La figure 4.1 présente le schéma réactionnel étudié. La silanisation en solution des 
substrats SPR a été réalisée tel que présenté au chapitre 3.2.1. Sur la surface modifiée par 
l’APS, on procède à l’attachement de la cystéine (Boc-Cys-(Boc)-OH, 10mM dans le 
DMF) en utilisant le N,N'-Dicyclohexylcarbodiimide (DCC) (8% dans DCM, 1,5eq) 
comme agent de couplage (1,5h). Les groupements protecteurs BOC sont clivés de la 
cystéine par un traitement au TFA 40% (dans DCM). L’acide est neutralisé par un lavage 
au DEA (5% dans DCM). Le couplage par NCL des thioesters de bradykinine (1mM) a été 
conduit dans un tampon phosphate de potassium à une valeur de pH de 7,4 (1M) à l’aide 
d’une concentration de MPAA variant de 0 à 120 mM. 
 
Si NH2
N
H
H2N
O
HS
BK S Leu NH2
O O
X
COOH
HS
BK S
O
X
COOH
NHX-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-Cys-
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+
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H3CO
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Figure 4.1 : Schéma réactionnel de la fonctionnalisation d’un substrat Cr/Au/SiO2 menant à 
l’attachement d’une bradykinine en surface 
 
Tel que mentionné plus tôt, la caractérisation de l’étape de silanisation n’a pu être réalisée 
sur le SPR cependant, hormis cette étape de la fonctionnalisation, toutes les étapes 
subséquentes ont été suivies en SPR par la prise d’un spectre angulaire après chacune 
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d’elles à l’exception de la silanisation. L’évolution temporelle de réaction de NCL a aussi 
été caractérisée par la prise d’un spectre à angle fixe. 
 
4.1.2 Caractérisation par SPR de l’attachement par NCL de BK-SR et iB-
BK-SR. 
 
Les courbes présentées dans la figure 4.2 sont les résultats d’expériences réalisées sur une 
durée d’une heure en présence d’une concentration de cent vingt équivalents molaires de 
catalyseur (MPAA). La prolongation de la réaction de NCL n’a eu aucune influence sur le 
déplacement de l’angle de résonance. Les valeurs présentées dans l’encadré ont été 
obtenues en mesurant l'angle correspondant à une réflectance normalisée de 25%. Les 
courbes présentées sur un même graphique ont toutes été mesurées dans le même milieu 
afin d’éliminer la contribution de l’indice du tampon et ainsi de pouvoir les comparer entre 
elles.   
 
Comme on peut le voir en 4.2a, le couplage de la cystéine sur les groupements amines sur 
la surface provoque un changement d'angle de résonance de 0,1098 vers la droite ce qui 
indique un changement d’indice associé à l’ajout de molécule en surface. Après une 
déprotection, la courbe de réflectance est ramenée vers la gauche comme prévu, car il s’agit 
d’une élimination de matériel en surface. Suivant la NCL du thioester bradykinine-
iminobiotine, l'angle de résonance est déplacé de 0,13848. 
 
Suite à la réaction de NCL, le groupement iminobiotine a été utilisé pour immobiliser 
l’avidine. Ceci peut être détecté par un déplacement réversible de la courbe de réflectance. 
Pour se faire, 1mM de solution d'avidine avec un pH de 9,5 a été incubé sur l'échantillon 
pendant vingt minutes. Un déplacement vers la droite, issue de l’attachement de l’avidine 
en surface est observé. Afin de confirmer la spécificité de cet attachement, une solution de 
biotine (2mM) dans un tampon de pH=3 a été utilisée de provoquer le détachement de 
l’avidine. Ce traitement crée un déplacement vers la gauche de la courbe SPR. Ceci 
confirme que l’avidine était liée à la surface via la 2-iminobiotine. Les déplacements 
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associés à l’attachement et au retrait de l’avidine n’étant pas équivalents, ceci laisse croire 
que de l’avidine a été attachée de façon non spécifique. Cette hypothèse a été vérifiée par 
l’attachement par NCL de BK-SR. 
 
 
 
Figure 4.2 : a) suivi SPR de la réaction NCL de iB-BK-SR avec attachement réversible 
d’avidine b) Contrôle négatif de l’attachement d’avidine sur une surface 
fonctionnalisée[Wieczerzak et al. 2008] 
 
L’hypothèse a pu être confirmée, tel que présenté à la figure 4.2b, par une expérience de 
liaison par NCL d’un thioester de bradykinine ne contenant pas d’iminobiotine. La réaction 
de NCL provoque un déplacement de la courbe vers la droite de 0.0547 degré, confirmant 
l’attachement de BK-SR. L’ajout d’avidine provoque un second déplacement vers la droite 
de 0,0523 degré. Le lavage à la solution de biotine à pH=3 suivi d’un second lavage avec 
une solution pH=3 provoque un déplacement négligeable de la courbe. Ceci prouve la 
possibilité d’attachement d’avidine de façon non spécifique. Par contre, la stabilité de 
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l’adsorption d’avidine en surface suite au lavage en pH=3 prouve par le fait même que  le 
départ d’avidine présenté à la figure 4.2a était bien issu du lien avidine-iminobiotine.  
 
4.1.3 Caractérisation par SPR de l’influence de la concentration de 
catalyseur. 
 
De façon à connaitre la concentration optimale de catalyseur, la NCL de thioester de 
bradykinine a été réalisée en présence d’une quantité variable de catalyseur MPAA, soit 0, 
6, 12, 24, 48, 60 et 120 mM. Les données de cinétique ont été obtenues en mesurant le 
changement de réflectance en fonction du temps.  
 
 
 
Figure 4.3 : Courbes de suivis SPR à angle fixe d’attachement de BK-SR dans diverses 
conditions de réaction, sans catalyseur, avec 6 mM, 12 mM, 24mM, 48mM 60mM et 
120mM de MPAA, avec un thioester aromatique préformé et sans MPAA. 
 
La figure 4.3 montre les courbes SPR obtenues. Celles-ci ont été corrigées individuellement 
pour l’adsorption non spécifique et la capacité de la surface (voir méthode présentée à la 
section 2.1.4) et ont été présentées comme une moyenne d’au moins trois essais 
individuels. L’encadré montre les mêmes courbes sur une échelle de temps plus longue. On 
voit premièrement à la figure 4.3 que la réaction en l’absence de catalyseur se produit très 
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lentement. La vitesse de réaction augmente progressivement de 6 mM à 48 mM. À partir de 
48 mM, les courbes se superposent, indiquant qu’aucun gain de vitesse n’est obtenu avec 
les concentrations supérieures de catalyseur (60 et 120 mM). À cette concentration, la 
vitesse de réaction est équivalente à celle de l’attachement du thioester de bradykinine 
préformé (BK-SRaryl). Ceci indique que la concentration de 48 mM est suffisante pour une 
catalyse optimale de la réaction de NCL. Les résultats montrent également que la valeur 
empirique de demi-vie de la réaction est de 81 secondes avec un temps de réaction à 
complétion de moins de 8 minutes. En comparaison, dans les mêmes conditions, le 
thioesther alkyle natif réagit approximativement 77 fois plus lentement (t1/2 : 104min) que 
le thioester préformé.  
 
4.2 Caractérisation par SPR de l’attachement par NCL de PEG-
thioester.  
 
Nous avons montré précédemment qu’un peptide peut être immobilisé sur un substrat d’or 
via l’utilisation de la NCL. À partir du protocole établi, le second objectif était de lier de 
façon équivalente les thioesters de PEG à des substrats solides. Des thioesters de PEG ont 
été synthétisés sur des supports solides et purifiés. Les détails de la synthèse et de la 
purification sont présentés en annexe B. Les thioesters des PEG de 5 et 10 kDa seront 
nommés PEG5kDa-SR2 et PEG10kDa-SR2. Le thioester du PEG muni d’un groupement 
cystéine en bout de chaîne sera identifié par Cys-PEG-SR2. Ce dernier est essentiel pour la 
réaction de double NCL. 
4.2.1 Caractérisations SPR de la réaction NCL de PEG5kDa-SR2 et 
PEG10kDa-SR2. 
 
Le protocole de réaction utilisé est le même que celui présenté à la section 4.1.1. À partir 
des essais effectués avec la bradykinine, il a été déterminé que la concentration optimale de 
catalyseur MPAA est de 48mM dans les conditions de NCL utilisées. Cette concentration a 
donc été utilisée pour catalyser l’attachement des thioesters de PEG. Un agent réducteur a 
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été ajouté, le TCEP, dans une concentration de 20mM. Ceci permet de limiter l’oxydation 
des thioesters. L’attachement et la cinétique associée ont été suivis pour deux types de PEG 
de masses différentes soit 5 et 10 kDa. Un spectre SPR angulaire est pris après chaque 
étape, ce qui permet de caractériser la progression suite aux différentes modifications. 
 
La figure 4.4 présente les spectres angulaires obtenus suite à l’attachement d’un 
PEG5kDa-SR2. Le couplage de la cystéine sur l’APS provoque un changement d'angle de 
résonance vers la droite, ce qui indique un changement d’indice provoqué par l’ajout de 
molécules à la surface. Suite à ceci, la déprotection de cystéine ramène la courbe de 
réflectance vers la gauche. Enfin, la réaction de NCL du PEG5kDa-SR2 déplace la courbe 
SPR à nouveau vers la droite. Ces déplacements confirment la fonctionnalisation de la 
surface par le thioester de PEG.  
 
 
Figure 4.4 : Suivi SPR angulaire de la réaction d’attachement NCL de PEG5kDa-SR2 
 
La figure 4.5 présente les spectres angulaires obtenus suite à la réalisation de la NCL pour 
PEG10kDa-SR2. Tel qu’attendu chaque étape provoque un déplacement de la courbe 
angulaire de la SPR. Le couplage de la cystéine sur l’APS provoque un changement d'angle 
de résonance vers la droite indiquant la réussite de ce couplage à la surface. Suite à ceci, la 
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déprotection de cystéine ramène la courbe de réflectance vers la gauche. Enfin, la réaction 
de NCL du PEG10kDa-SR2 déplace la courbe SPR à nouveau vers la droite. Ce qui signifie 
qu’une quantité de PEG a réagit à la surface  
 
Figure 4.5 : Suivi SPR de la réaction d’attachement NCL de PEG10kDa-SR2 
 
 
La réaction NCL d’attachement des PEG sur la surface a été caractérisée à chaque fois par 
la méthode de suivi à angle fixe. Ceci a permis de comparer les vitesses de réaction pour 
chacun des deux thioesters étudiés. En comparant les courbes moyennes obtenues pour les 
deux types de PEG (figure 4.6), on trouve que la réaction se produit à une vitesse 
légèrement plus grande pour le thioester de PEG de 5kDa. D’un point de vue cinétique, cela 
est cohérent puisque la diffusion des plus petites espèces est plus rapide. Il est connu que 
l’augmentation de la taille du PEG peut également changer l’accès au groupement thioester 
ceci est causé par l’encombrement stérique par la chaîne elle-même [Uchida et al. 2005], ce 
qui pourrait rendre la réaction plus lente.  
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Figure 4.6 : Comparaison des courbes moyennes de suivis SPR à angle fixe d’attachement 
de PEG5kDa-SR2 (bleu) et PEG10kDa-SR2 (rouge) 
 
4.2.2 Caractérisations AFM force scope de surfaces fonctionnalisées par 
la NCL de PEG10kDa-SR2. 
 
Afin de confirmer la présence des PEG en surface, l’AFM en mode de spectroscopie de 
force a été employé. Le biotine-PEG10kDa-SR2 a été employé afin d’exploiter le lien biotine-
avidine pour la capture du PEG-biotine par la pointe. Des pointes d’AFM modifiées par des 
avidines ont donc été nécessaires. Le protocole de fonctionnalisation est tel que décrit à la 
section 2.2.3. Les surfaces ont été préparées tel que décrit précédemment (4.2.1) pour 
l’étude de la NCL de PEG par SPR. Les expériences ont été conduites en milieu aqueux de 
PBS 1X.  
 
La pointe fonctionnalisée est approchée de la surface puis rétractée, ce qui permet de 
mesurer des courbes de force. L’interaction de l’avidine de la pointe avec la biotine du PEG 
permet d’étirer ce dernier. La distance de rupture du lien avidine-biotine a été mesurée pour 
toutes les courbes présentant un pic d’adhésion avec la surface. Les courbes ne présentant 
aucun pic d’adhésion n’ont pas été prises en compte. La figure 4.7a présente un 
échantillonnage dix courbes typiques extraites de plus de 400 courbes enregistrées sur 5 
  
119 
 
échantillons. La position des courbes par rapport à l’abscisse est arbitraire. Afin de 
déterminer la longueur du PEG, la distance de rupture est mesurée indépendamment pour 
chaque courbe en prenant pour point zéro le point de contact de la surface (section verticale 
à la gauche de chaque courbe). Les résultats de ces mesures est illustré sous forme 
d’histogrammes à la figure 4.7b.  
 
La longueur moyenne obtenue pour les valeurs compilées est de 51,5 nm ce qui correspond 
approximativement à la longueur calculée théoriquement pour un PEG de 10kDa. Un PEG 
de 10kDa comporte 227 unités PEG de 2,8 nm de longueur [Oesterhelt et al. 1999] , ce qui 
correspond à une longueur maximale de 68,2 nm. L’encadré de la figure 4.7b montre le 
résultat d’un contrôle négatif réalisé à l’aide d’une surface fonctionnalisée avec un 
PEG10kDa-biotine mais en utilisant une pointe non fonctionnalisée. L’interaction entre la 
pointe et une surface en l’absence d’élément de reconnaissance n’est pas exclue. 
Cependant, ce type d’interaction provoquera des longueurs de ruptures à très courtes 
portées. Comme le montre l’encadré, la majorité des ruptures enregistrées se trouvent 
principalement dans les dix premiers nanomètres. Ceci permet de croire que les ruptures 
mesurées à des longueurs plus élevées sur les surfaces modifiées par NCL proviennent de 
captures de PEG par l’interaction biotine-avidine. 
 
Le léger écart à la baisse entre la valeur mesurée et la valeur calculée (figure 4.8a) peut 
provenir de plusieurs facteurs. D’abord, la masse de 10 kDa correspond à une valeur 
moyenne. Il existe donc sur la surface des chaînes plus courtes et plus longues. Aussi, il est 
probable que lors des approches de la pointe AFM les chaînes PEG soient capturées avec 
un angle (figure 4.8b) non perpendiculaire à la surface [Ratto et al. 2004]. Si le PEG 
capturé n’est pas attaché directement sous la pointe à l’extrémité de la pointe (figure 4.8c), 
la longueur mesurée sera inférieure à la longueur réelle.  
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Figure 4.7 : a) courbes typiques d’une expérience de mesures de longueur de PEG b) 
Histogramme des longueurs de PEG10kDa-SR2 mesurées par spectroscopie de force. Un 
contrôle négatif de l’expérience avec une pointe sans avidine est présenté en encadré 
 
 
 
Figure 4.8 : Mesure de la longueur d’un PEG a) longueur réelle b) la longueur apparente 
issue de l’angle de capture du PEG c) la longueur apparente issue de la position de capture 
du PEG. 
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4.2.3  Suivi SPR d’une double NCL de thioester de PEG. 
 
Afin d’obtenir une chaine PEG plus longue, deux réactions consécutives ont été réalisées 
sur un même substrat. La figure 4.9 montre les étapes d’une expérience de double liaison 
NCL à partir de thioesters de PEG de 10 kDa. Le protocole de réaction utilisé est le même 
que celui présenté à la section 4.1.1 avec une concentration de 48 mM de MPAA et 20 mM 
de TCEP.  
 
L’attachement de la cystéine à une surface silanisée par l’APS provoque un déplacement 
vers la droite de la courbe SPR. Après déprotection de la cystéine, la réaction de NCL du 
premier PEG (Cys-PEG-SR2) est réalisée. Celle-ci provoque un large déplacement de la 
courbe vers la droite montrant l’attachement du PEG. Suite à la première NCL, la surface 
est désactivée par réaction avec de l’anhydride acétique. Ce dernier réagit avec l’amine des 
groupements cystéines ainsi qu’avec le groupement sulfhydryle n’ayant pas réagi avec le 
thioester et rend donc impossible la formation d’un lien natif avec un second thioester. 
Suivant la désactivation, le Cys-PEG-SR2 lié à la surface doit subir un traitement au TFA 
40% pour cliver les groupements BOC de la cystéine. Suite à cette déprotection une 
seconde NCL est réalisée dans les mêmes conditions de façon à lier le PEG10kDa-SR2 sur le 
premier PEG. Un déplacement vers la droite est observé pour le second attachement celui-
ci étant par contre plus faible que celui du premier.  
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Figure 4.9 : Suivi SPR de la réaction d’attachement par NCL de deux PEG10kDa 
successifs. 
 
Deux facteurs peuvent expliquer la différence de déplacement de courbes entre les deux 
réactions. Dans un premier temps, il est possible que le rendement de réaction soit plus 
faible dû à l’accessibilité de la cystéine issue de la première NCL. Ensuite, le champ 
évanescent diminuant avec la distance, la présence d’un second PEG plus éloigné de la 
surface générera une plus petite variation de signal. Enfin, de la même façon que pour les 
attachements simples, les deux réactions de NCL formant une double longueur ont été 
suivies en temps réel et les courbes obtenues sont présentées en figure 4.10. 
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Figure 4.10 : Comparaison des courbes de suivis SPR à angle fixe d’attachement de Cys-
PEG-SR2 (bleu) et de PEG10kDa-SR2 (rose) sur le premier PEG. 
 
On voit que la deuxième réaction se produit légèrement plus lentement que la première. 
Cependant, on voit que la première réaction provoque un plus grand attachement de 
matériel sur la surface, ce qui est représenté par une augmentation plus importante de la 
réflectance à la figure 4.10. Ceci explique la différence obtenue dans les courbes angulaires 
présentées. L’explication proposée est, comme expliqué à la section 4.2.1, que le volume 
d’exclusion associé à la taille du PEG limite l’accès à la cystéine, ce qui réduit la possibilité 
de réagir avec celle-ci.  
 
4.2.4 Caractérisation AFM d’une double NCL de Thioesther de PEG. 
 
Des mesures AFM en spectroscopie de forces ont été effectuées afin de caractériser la 
longueur d’un PEG construit par une double réaction de NCL. Encore une fois, des pointes 
d’AFM modifiées par des avidines ont donc été utilisées. Le protocole de fonctionnalisation 
est tel que décrit à la section 2.2.3. Les surfaces ont été préparées telles que décrites 
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précédemment (4.2.3) pour l’étude de la double NCL de PEG par SPR. Les expériences ont 
été conduites en milieu aqueux de PBS 1X.  
 
Les résultats obtenus n’ont pas permis d’isoler de façon significative des ruptures mesurées 
correspondant à la double longueur de PEG. Deux hypothèses permettent d’expliquer cette 
situation. D’abord, le rendement de réaction aurait pu ne pas être suffisamment élevé pour 
offrir une couverture adéquate du PEG double longueur. Ainsi, il devient statistiquement 
plus difficile de mesurer des événements de liaison entre la pointe et ce dernier. Ensuite, 
comme le double PEG est plus long, le volume de celui-ci devient plus grand. Il est donc 
possible que les événements de liaisons aient été empêchés dû à l’encombrement stérique 
de la chaîne. 
 
4.3 Caractérisation SPR de la construction du mécanisme de 
réponse au pH.  
 
Tel que discuté à la section 1.2.2, l’un des objectifs est de réaliser une construction 
comprenant une fonctionnalité spécifique, basé sur l’interaction 2-iminobiotine-avidine, 
pouvant servir à la détection d’une variation de pH dans un milieu. Une molécule, nommée 
molécule Y, a donc été conçue afin de pouvoir à la fois lier les deux espèces à la surface. 
Les détails de la synthèse sont présentés en annexe 2. Rappelons que la molécule Y, 
présenté à la figure 4.11, comporte trois composantes : un groupement permettant la liaison 
à la surface (β-ala, encadré bleu), un groupement permettant la réaction de NCL nommé 
FMOC-thiazolidine (encadré orange) et un groupement 2-iminobiotine (encadré vert). 
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l’activité de la portion 2-iminobiotine. Cependant, la quantité d’avidines adsorbées n’est 
pas complètement retirée suite au lavage acide. Ceci laisse croire qu’une portion de 
l’avidine est adsorbée de façon non spécifique sur le substrat.  
 
 
Figure 4.12 : Suivi SPR de la réaction d’attachement NCL de la mY et test de la portion 
iminobiotine par l’immobilisation réversible d’avidine. 
 
 
4.3.1 Caractérisation SPR de l’attachement de la molécule Y et test de la 
partie thiazolidine.  
 
La seconde partie investiguée est le site de liaison pour la NCL, soit le groupement 
thiazolidine (thz) qui est une forme cyclisée de la cystéine. L’utilisation de cette molécule 
en remplacement de la cystéine provient d’une contrainte de synthèse. La thiazolidine est 
utilisée pour prévenir l’oxydation du groupement sulfhydryle. La forme protégée par le 
groupement FMOC peut être convertie en cystéine selon la méthode illustrée à la 
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figure 4.13. Le groupement FMOC est retiré en utilisant une solution de pipéridine (50% 
dans le DMF, 15 min). La thiazolidine est convertie en cystéine, en ouvrant la partie 
cyclique, par l’utilisation de méthoxyamine (0,2M) dans un tampon phosphate à un pH=4 
pendant deux heures.  
 
 
 
 
Figure 4.13 : schéma réactionnel de la conversion de thiazolidine (thz) en cystéine a) Fmoc-
thiazolidine b) thiazolidine c) cystéine 
 
Afin de pouvoir tester, dans un premier temps, la possibilité d’ouvrir le cycle de la 
thiazolidine dans le contexte d’utilisation sur des substrats SPR, celle-ci a été attachée sur 
un substrat silanisé. L’échantillon a donc été traité de façon à pouvoir réaliser la NCL de la 
bradykinine utilisée précédemment. La figure 4.14 montre le suivi SPR des diverses étapes 
de la caractérisation de la thiazolidine. 
 
L’attachement de la thiazolidine sur une surface silanisée par l’APS a été réalisé par le 
moyen d’un agent de couplage (DCC) sur une période de deux heures. Un déplacement de 
la courbe associé à l’attachement de la thiazolidine est observé. Le groupement protecteur 
FMOC est ensuite retiré. Le spectre SPR montre un petit recul de la courbe associée, 
confirmant un retrait de masse de la surface. Le cycle est par la suite ouvert. Le 
déplacement associé à l’ouverture du cycle est presque nul puisque la variation de masse est 
négligeable. La réaction du BR-SR est enfin réalisée sur la surface (48mM MPAA, 20eq 
TCEP) résultant en un large déplacement du pic sur le spectre angulaire ce qui confirme 
l’activité de la surface.  
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Figure 4.14 : Suivi SPR de la réaction d’attachement et de déprotection de FmocThz et test 
de la réaction de NCL. 
 
4.3.2 Caractérisation SPR de la NCL de PEG sur la molécule Y. 
 
Suite à la confirmation de la réaction de NCL sur la thiazolidine seule, un PEG a été couplé 
sur la molécule Y. Afin d’ancrer l’avidine sur notre construction, un thioester de PEG-
biotine (B-PEG-SR2) a été employé.  
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Figure 4.15 : Suivi SPR de la réaction d’attachement NCL sur la mY et test de la portion 
biotine par l’immobilisation d’avidine. 
 
Le suivi SPR des étapes de la construction finale est illustré à la figure 4.15. La surface est 
silanisée par l’APS et la molécule Y attachée comme décrit à la section 4.3.2. La 
thiazolidine est déprotégée et ouverte pour donner une cystéine active. On procède par la 
suite à l’attachement du B-PEG-SR2 selon la méthode présentée à la section 4.2.1. Un 
déplacement de la courbe de SPR est obtenu et correspond à l’attachement du PEG-biotine. 
L’ajout de l’avidine (1mg/ml dans PBS, 15 min) provoque un large déplacement sur le 
spectre. Trois modes d’adsorption sont possiblement responsables de ce déplacement. Dans 
un premier temps, tel que vu à la figure 4.12, il y a attachement spécifique sur la 2-
iminobiotine. Ensuite, toujours selon la même figure, on peut affirmer que l’avidine se lie 
aussi de façon non spécifique sur le substrat. Enfin, une portion d’avidine peut se lier sur le 
PEG-biotine nouvellement ajouté. Il est difficile de discerner la contribution de l’adsorption 
non spécifique et l’adsorption spécifique sur le groupement biotine. Par contre, un lavage 
en condition acide devrait éliminer l’avidine liée à l’iminobiotine. Suite à ce lavage, le 
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déplacement de la courbe SPR est presque négligeable. Ceci porte à croire que très peu 
d’avidines se sont liées sur la 2-iminobiotine.  
 
Afin de s’assurer de l’accessibilité de la 2-iminobiotine suite à l’ajout d’un PEG sur la 
molécule Y, la construction a été refaite en utilisant un PEG sans groupement biotine 
(PEG5kda-SR). La caractérisation SPR de cette construction est présentée à la figure 4.16.  
 
 
Figure 4.16 : Caractérisation par SPR de l’accessibilité de la portion 2-iminobiotine de la 
mY par immobilisation d’avidine suite à l’attachement d’un PEG5kda sans biotine 
 
La surface est silanisée et la molécule couplée à la surface. La thiazolidine est déprotégée et 
ouverte. La réaction de NCL de PEG5kda-SR2 est par la suite réalisée. Un déplacement de la 
courbe de SPR est observé et correspond à l’attachement du PEG. Cependant, l’exposition 
de la construction à une solution d’avidine (1mg/ml dans PBS, 15 min) ne provoque aucun 
déplacement sur de la courbe SPR indiquant que l’avidine ne se lie pas à la surface. Ceci 
porte à croire que le groupement iminobiotine sur la molécule Y est complètement 
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inaccessible suite à l’ajout d’un PEG. L’adhésion non spécifique est également 
complètement éliminée dans cette configuration.  
 
Ces résultats indique que la construction prévue au départ est réalisable sur un substrat SPR 
de type Cr/AU/SiO2. Les composantes individuelles sont fonctionnelles lorsque testées 
individuellement. En effet, la partie iminobiotine offre la possibilité de lier réversiblement 
l’avidine tandis que le groupement thiazolidine peut être ouvert et servir de site réactif pour 
un couplage par NCL. Cependant, il semble que l’ajout d’un PEG altère la capacité de 
liaison à l’iminobiotine. L’hypothèse la plus probable est que le PEG forme une couche 
dense qui bloque le passage à l’avidine (figure 4.17). Il est connu que des PEG adsorbés sur 
une surface dans une densité suffisante forment une brosse polymérique qui a la propriété 
de bloquer l’adsorption non spécifique [Uchida et al. 2005; Groll et al. 2005; Zhang et al. 
2009]. Dans cette configuration, il s’avère peu probable que le mécanisme d’ouverture et de 
fermeture du système en fonction du pH ne soit fonctionnel.  
 
 
Figure 4.17 : L'accès à la 2-iminobiotine bloqué par la couche dense de PEG-biotine 
 
Deux modifications sont possibles pour tenter de régler ce problème : changer la 
configuration et changer la densité des PEG. Les PEG sont des polymères ayant une 
longueur de persistance très faible, une conformation de style « pelote » est plus probable 
[Alessi et al. 2005]. Le groupement iminobiotine se trouvant probablement à l’intérieur ou 
sous la pelote. Une première approche possible serait d’écarter le groupement iminobiotine 
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de la base du PEG pour en augmenter l’accès. La seconde approche possible consiste à 
diminuer la densité surfacique de PEG, ce qui aurait pour effet d’augmenter la disponibilité 
de l’iminobiotine. Dans la configuration actuelle le rapport PEG-biotine : iminobiotine est 
de 1 pour 1. Ainsi, l’augmentation des groupements 2-iminobiotine pourrait favoriser le 
renfermement du mécanisme dans les conditions de pH basique. Une solution comportant 
ces deux modifications sera donc étudiée au chapitre suivant. 
4.4 Résumé. 
 
Le suivi de l’immobilisation d’une biomolécule sur un substrat solide est essentiel pour la 
construction contrôlée d’un biocapteur. Le contrôle des diverses étapes de 
fonctionnalisation permet de s’assurer de l’obtention de la construction finale désirée. La 
NCL s’avère être une méthode particulièrement adéquate pour l’attachement spécifique de 
peptides, protéines et autres composés sur un support solide. Un avantage de la NCL, 
comparativement à d’autres méthodes de couplage, est que la réaction se produit dans un 
milieu aqueux. Ceci offre la possibilité de travailler avec du matériel biologique, comme 
des protéines, qui pourrait être détérioré dans des milieux comme les solvants organiques. 
Dans l’optique d’optimiser le potentiel de la NCL sur les cibles immobilisées en surface, il 
a été nécessaire de suivre et de quantifier le processus réactionnel.  
 
L’étude de la cinétique de la NCL nous a permis de déterminer la concentration optimale 
d’un catalyseur exogène thiolé (MPAA), lequel a rendu possible la liaison d’un thioester 
alkyle, facile à préparer, mais peu réactif vis-à-vis une cystéine immobilisée. Ceci se 
produit, dans les bonnes conditions de catalyse, avec une cinétique équivalente à la réaction 
d’un thioester aryle préformé, c’est-à-dire sur une période de moins de dix minutes. Les 
essais effectués avec des thioesters de polyéthylène glycol ont montré que, dans un premier 
temps, il est possible d’utiliser la NCL pour fonctionnaliser un substrat. La comparaison 
entre deux tailles de PEG, soit ayant des masses de 5 et 10 kDa, a permis de voir que la 
réaction se produit avec une vitesse légèrement plus lente pour le thioester de 10kDa. 
Cependant, ce dernier a pu être attaché avec succès à la cystéine en surface, ce qui confirme 
l’efficacité de la NCL à lier les thioesters de hautes masses.  
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L’attachement de thioesters de PEG a été confirmé par l’utilisation de l’AFM en mode 
spectroscopie de force, il a été montré que la distance de rupture moyenne obtenue pour les 
PEG 10kDa correspond approximativement à la longueur théorique obtenue en calculant à 
partir de la longueur d’une unité monomérique.  
 
La NCL sur substrat SPR a, par la suite, permis de réaliser une construction moléculaire 
complexe. Une molécule en Y comportant trois fonctionnalités distinctes a été synthétisée 
et testée par SPR. Cette dernière a pu être attachée sur une surface silanisée via une 
méthode de synthèse peptidique classique. Ses fonctionnalités iminobiotine et thiazolidine 
ont été testées indépendamment et se sont avérées fonctionnelles. Toutefois, en raison de la 
conformation d’un PEG en solution, lequel bloque l’accès à la surface, il semble que la 
construction prévue ne soit pas utilisable dans la configuration actuelle.   
 
4.5 Bibliographie. 
ALESSI, M.L., NORMAN, A.I., KNOWLTON, S.E., HO, D.L., AND GREER, S.C. (2005). Helical 
and Coil Conformations of Poly(ethylene glycol) in Isobutyric Acid and Water. 
Macromolecules 38, 22, 9333-9340. 
DAWSON, P., MUIR, T., CLARK-LEWIS, I., AND KENT, S. (1994). Synthesis of proteins by 
native chemical ligation. Science 266, 5186, 776-779. 
DENDORFER, A., WOLFRUM, S., WAGEMANN, M., QADRI, F., AND DOMINIAK, P. (2001). 
Pathways of bradykinin degradation in blood and plasma of normotensive and 
hypertensive rats. American journal of physiology. Heart and circulatory physiology 
280, 5, H2182-8. 
GROLL, J., ADEMOVIC, Z., AMERINGER, T., KLEE, D., AND MOELLER, M. (2005). 
Comparison of coatings from reactive star shaped PEG-stat-PPG prepolymers and 
grafted linear PEG for biological and medical applications. Biomacromolecules 6, 2, 
956-62. 
HAMEL, R.J., WIECZERZAK, E., CHABOT, V., ET AL. (2009). Use of Native Chemical 
Ligation as a Tool for Polymer Construction over Solid Substrates. Peptides Breaking 
away : The proceedings of the twenty-first American Peptide Symposium, American 
Peptide Society, 35. 
        CONSTRUCTION D’UN MÉCANISME MOLÉCULAIRE PAR NCL 
 
134 
 
OESTERHELT, F., RIEF, M., AND GAUB, H.E. (1999). Single molecule force spectroscopy by 
AFM indicates helical structure of poly ( ethylene-glycol ) in water. New Journal of 
Physics 1, 1-11. 
RATTO, T.V., LANGRY, K.C., RUDD, R.E., BALHORN, R.L., ALLEN, M.J., AND MCELFRESH, 
M.W. (2004). Force spectroscopy of the double-tethered concanavalin-A mannose 
bond. Biophysical journal 86, 4, 2430-7. 
UCHIDA, K., OTSUKA, H., KANEKO, M., KATAOKA, K., AND NAGASAKI, Y. (2005). A 
reactive poly(ethylene glycol) layer to achieve specific surface plasmon resonance 
sensing with a high S/N ratio: the substantial role of a short underbrushed PEG layer 
in minimizing nonspecific adsorption. Analytical chemistry 77, 4, 1075-1080. 
WIECZERZAK, E., HAMEL, R., CHABOT, V., ET AL. (2008). Monitoring of native chemical 
ligation on solid substrate by surface plasmon resonance. Biopolymers 90, 3, 415-20. 
ZHANG, Z., FENG, X., LUO, Q., AND LIU, B.-F. (2009). Environmentally friendly surface 
modification of PDMS using PEG polymer brush. Electrophoresis 30, 18, 3174-3180. 
 
 
  135 
CHAPITRE 5  :         
FONCTIONNALISATION DE SURFACES PAR 
ADHÉSION NON-SPÉCIFIQUE DE BSA. 
 
 
Au chapitre précédent, il a été vu que lors de l’ajout du PEG sur la construction, l’accès à 
l’iminobiotine est limité. L’avidine ne peut plus s’y lier aussi efficacement. La proposition 
apportée est dans un premier temps, de séparer le PEG liant l’avidine de l’iminobiotine. 
Ensuite, de varier les concentrations relatives des deux espèces. L’approche proposée 
consiste donc à modifier chimiquement une protéine, dans le cas présent l’albumine de 
sérum bovin, afin qu’elle soit porteuse d’un des deux morceaux du mécanisme du 
biocapteur. Les protéines modifiées peuvent être mélangées en solution par la suite selon la 
concentration désirée. Le graphique suivant montre les étapes de formation du biocapteur. 
 
Figure 5.1 : Schéma de la conception prévue du mécanisme 
répondant au pH basé sur des BSA modifiées. 
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Les deux BSA en solution adhèrent de façon non spécifique sur la surface jusqu’à 
l’obtention d’une couche de protéines. Dans cette forme, le mécanisme n’est pas 
fonctionnel, car il n’y a pas d’élément de reconnaissance moléculaire entre les deux 
espèces. Ceci est prévu dans le but d’éviter une agrégation des espèces en solution. 
L’avidine est ensuite ajoutée au système. Celle-ci se lie autant aux 2-iminobiotines qu’à la 
biotine du bras mobile. Un lavage en pH acide permet d’éliminer les avidines liées sur 
l’iminobiotine tout en laissant en surface celles qui sont liées sur la biotine.  
 
Dans ce chapitre, les propriétés d’adhésions non spécifiques de la BSA sur un substrat 
solide seront présentées. Grâce à celles-ci, il est possible de former une couche de BSA qui 
permet de bloquer l’adhésion non spécifique d’autres protéines sur le même substrat. Une 
méthode de passivation de substrats d’argent a été développée en exploitant cette adhésion 
non spécifique. L’argent possède une sensibilité plus élevé que l’or en SPR, l’usage de 
substrats permettrait de mesurer de plus petites variations de signal lors de la caractérisation 
de la construction ou de l’opération du biocapteur. Toutefois, les substrats d’argent 
subissent une dégradation lors de l’immersion dans un milieu de tampon (PBS); une couche 
de BSA permet de limiter cette dégradation. Enfin, suite à la caractérisation de l’adhésion 
non spécifique, le mécanisme de réponse au pH, tel que présenté à la figure 5.1, sera testé 
par SPR. Les espèces requises pour la construction, soit la BSAiB et BSAPEGB seront 
caractérisées. Suite à ceci, les mélanges BSAiB/BSAPEGB10kDa et 
BSAiB/BSAPEGB20kDa seront testés dans les conditions de modulation de pH. 
 
5.1 Propriétés protectrices de la BSA face à l’adhésion non 
spécifique. 
 
L’adhésion non spécifique est possible avec toutes protéines présentes en solution. Pour 
contrer l’adsorption non spécifique, il est possible d’utiliser les PEG, la BSA, l’ovalbumine 
ou le sérum fœtal de veau. La BSA demeure le choix le plus populaire en raison de son coût 
peu élevé [Vogt et al. 1987; Convert et al. 2012]. Celle-ci aura donc une double utilité dans 
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la construction présentée à la figure 5.1 soit l’ancrage de la molécule mais aussi le blocage 
de l’adsorption non spécifique de l’avidine. 
 
5.1.1 Adhésion non spécifique de l’avidine. 
 
L’efficacité de la BSA à bloquer l’adhésion non spécifique de l’avidine a été caractérisée 
par SPR. La figure 5.2 présente le résultat d’une expérience montrant les propriétés de 
passivation de la BSA. La surface d’or non fonctionnalisée (courbe noire) est exposée à une 
solution de BSA dans le PBS 1X (1mg/ml, Cohn fraction V, 96%, Aldrich) sur une période 
d’une heure. Après un rinçage de la surface au PBS, la courbe SPR est déplacée vers la 
droite montrant la formation de la couche de BSA (courbe rouge). La surface est enfin 
exposée à une solution d’avidine dans le PBS (1mg/ml) pendant une heure puis rincée. Le 
déplacement suite à l’avidine est aussi très faible ce qui confirme que très peu d’avidine ne 
s’est liée à la surface (courbe bleue).  
 
Figure 5.2 : Spectre SPR montrant l’efficacité de blocage d’une couche de BSA sur un 
substrat d’or. 
 FONCTIONNALISATION DE SURFACES PAR ADHÉSION NON-SPÉCIFIQUE DE BSA 
138 
 
5.2 Propriétés protectrices de la BSA face à l’oxydation de 
l’argent. 
 
Le processus d’adhésion non spécifique s’applique à une variété de surfaces. L’adhésion 
sur l’or a été montrée à la section précédente. Toutefois, comme il a été mentionné à la 
section 2.1.2, l’or n’est pas l’unique métal utilisable pour créer des surfaces utiles en SPR. 
L’argent est un candidat intéressant, car il offre une sensibilité plus élevée que l’or. De 
plus, l’utilisation de l’argent permet de travailler en SPR à des longueurs d’onde plus 
courte, ce qui n’est pas possible avec l’or. Ceci ouvre la porte à l’utilisation d’une gamme 
plus étendue de fluorophores utilisables pour des expériences de fluorescence stimulée par 
les plasmons.  
 
Toutefois, l’utilisation de l’argent est moins répandue que celle de l’or en raison de la 
dégradation rapide de la surface provoquée par oxydation. En effet, au contact de l’air, 
l’argent se transforme en oxyde d’argent (Ag2O Ag2O3). L’oxyde d’argent est un semi-
conducteur ce qui affecte la réponse SPR. Cependant, comme l’or, l’argent peut être 
passivé. L’usage de thiols est possible, car ceux-ci sont reconnus pour former des 
monocouches autoassemblées (SAM) sur l’or, mais aussi sur l’argent [Ostuni et al. 1999; 
Laibinis et al. 1991b].  
 
L’adhésion non spécifique de la BSA à la surface servira à la fois à stabiliser l’argent, mais 
aussi comme base pour l’attachement d’avidine. Pour ce faire, de l’albumine modifiée avec 
de la biotine a été utilisée (BSAB).  
 
Un suivi SPR a été effectué pour montrer l’évolution de la surface lors d’une expérience en 
milieu aqueux. La figure 5.3a montre donc un suivi à angle fixe pour une surface dans un 
milieu de PBS 1X. On peut voir qu’au départ il y a une dérive importante du signal, ce qui 
est provoqué par la dégradation progressive de la surface de l’échantillon SPR. L’ajout de 
BSAB provoque un saut associé au changement d’indice, mais aussi à l’adsorption de la 
protéine à la surface de l’échantillon. Suite à la formation de la monocouche de BSA, 
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Figure 5.4 : Micrographies AFM en mode contact d’un substrat d’argent propre avant 
immersion ainsi qu’une surface d’argent protégée et non protégée après immersion. Pour 
chacune, une image de 1X1 µm2, une vue en coupe de cette image ainsi qu’une image 
50X50 µm2 sont présentées. 
 
Pour chaque type de surface, présentée en colonne dans la figure, une image d’une taille de 
1 µm par 1µm est montrée accompagnée d’une coupe qui permet de visualiser la rugosité. 
La position de la coupe est représentée par la ligne blanche sur l’image. Afin de voir à plus 
grande échelle l’étendue de la dégradation des surfaces, une image de 50 µm de côté est 
montrée au bas de la figure. Une augmentation de la rugosité des échantillons est mesurée 
suite à l’immersion dans le PBS. On voit que la surface non passivée subit une dégradation 
sévère menant, après un certain temps, à la destruction complète de la couche d’argent. La 
rugosité observée de 20,6(±3,5) nm est largement supérieure à celle du substrat à l’état natif 
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qui a été mesurée à 1,4(±0,2) nm. La détérioration est visible lorsque l’on regarde les 
images de 50 µm de côté. La surface qui était très uniforme au départ montre la 
transformation en une surface ayant une forte rugosité. Dans certains cas, la couche 
d’argent se détache complètement du substrat de verre suite à une immersion prolongée 
dans un milieu aqueux. Cependant, la détérioration de la surface est largement atténuée par 
la passivation par la BSA. La rugosité RMS obtenue, d’une valeur de 5(±2,4) nm, sur les 
échantillons passivés est pratiquement équivalente aux mesures du substrat d’origine. Ceci 
confirme donc l’efficacité d’une couche de BSAB comme protection contre la détérioration 
de la couche métallique.  
 
5.3 Caractérisation SPR des BSA modifiées.  
 
Les BSA modifiées, nécessaires à la construction du mécanisme moléculaire répondant aux 
variations de pH, ont été synthétisées, car elles ne sont pas disponibles commercialement. 
Trois types de BSA modifiées ont été produits soit avec un marquage par la 2-iminobiotine 
(BSAiB) ou par un PEG-biotine de 10kDa (BSAPEGB10kDa) et de 20kDa 
(BSAPEGB20kDa). La synthèse et la purification de chacune des espèces sont décrites en 
annexe C. Les activités de celles-ci ont été caractérisées par SPR. 
 
5.3.1 Caractérisation SPR de la BSAiB. 
 
La BSAiB a été caractérisée par SPR afin de s’assurer de l’activité des groupements 
2-iminobiotine après l’adhésion sur un substrat. La figure 5.5 montre la caractérisation de 
l’attachement d’avidine sur une surface d’or fonctionnalisée par BSAiB. 
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Figure 5.5 : Spectre SPR montrant l’activité de la BSAiB. Adhésion de la BSAiB (rouge) 
suivie de l’adhésion de l’avidine neutralisée (bleu pointillé), d’avidine active (vert) et après 
un lavage avec une solution à pH=4 (bleu pâle pointillé) 
 
Une couche de BSAiB a été déposée sur un substrat SPR non fonctionnalisé. La 
fonctionnalisation par BSAiB est réalisée par l’exposition de la surface à une solution de 
BSAiB (1mg/ml, dans PBS 1X) pendant une heure et puis rincée. On observe un important 
déplacement vers la droite suite à l’ajout de la BSAiB (courbe rouge). La surface a ensuite 
été exposée à une solution d’avidine désactivée. Cette avidine a été préparée à partir d’un 
échantillon d’avidine (100ul de solution à 1mg/ml) qui a été neutralisé par de la biotine 
libre en solution (10ul de solution de biotine à 1mg/ml dans PBS). Il est à noter que la 
biotine étant difficile à solubiliser dans le PBS, celle-ci a été pré-dissoute dans une petite 
quantité de diméthylsulfoxyde (DMSO). Le déplacement de la courbe SPR suite à 
l’exposition à la solution d’avidine désactivée est négligeable indiquant l’absence 
d’adsorption à la surface. L’exposition de la surface à une solution d’avidine active 
(1mg/ml, dans PBS 1X) provoque un déplacement de la courbe SPR vers la droite issue de 
l’adsorption. La réversibilité de cette adsorption a été testée par un lavage en condition 
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acide (pH=4). Suite à ce lavage, la courbe SPR se retrouve au point équivalent à l’état 
précédant l’attachement de l’avidine résultant du détachement complet de celle-ci.  
 
Ce processus d’attachement réversible doit pouvoir être effectué à plusieurs reprises pour 
être utilisé dans le cadre du développement du biocapteur. L’alternance entre des solutions 
d’avidine et de tampon de pH égal à 4 suivis en temps réel montre la capacité 
d’attachement et de détachement de l’avidine. Cette caractérisation est illustrée à la 
figure 5.6. 
 
Figure 5.6 : Spectre SPR à angle fixe montrant la réversibilité de l’attachement de l’avidine 
sur une surface d’or comportant une couche de BSAiB. 
 
Au départ, la surface couverte de BSAiB est immergée dans un milieu de PBS afin 
d’obtenir une ligne de base. La solution d’avidine (1mg/ml) est ensuite injectée, l’adhésion 
a été faite sur une période de quinze minutes. La surface est, par la suite lavée au PBS, une 
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chute du signal est observée et est due à la différence d’indice de réfraction de la solution et 
à un détachement d’avidine qui ne serait pas spécifiquement attachée. Un lavage avec la 
solution tampon de pH=4 provoque une chute du signal dû au détachement de l’avidine. Un 
plateau est obtenu dans les trente secondes. En retournant en milieu PBS, on retrouve une 
valeur de réflectance équivalente à celle mesurée au départ. Ce cycle a été répété 5 fois, 
afin de démontrer la conservation de l’activité de la BSAiB. 
 
 
5.3.2 Caractérisation SPR de la BSAPEGB10kDa. 
 
 
Afin de s’assurer de la fonctionnalité de la modification, une caractérisation a été effectuée 
sur la BSAPEGB10kDa. Sur le graphique SPR présenté à la figure 5.7, on voit à partir d’un 
substrat de type Cr/Au, un important déplacement de la courbe vers la droite suite à 
l’attachement de la BSAPEGB20kda (1mg/ml dans PBS, 1 heure). L’exposition à la 
solution d’avidine désactivée ne provoque aucun déplacement, indiquant l’absence 
d’adsorption non spécifique. L’ajout de l’avidine provoque comme prévu un second 
déplacement vers la droite. Ceci permet de conclure que la biotine du PEG est accessible.  
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Figure 5.7 : Spectre SPR montrant l’activité de la BSAPEGB10kda. Adhésion de la 
BSAPEGB10kda (rouge) suivi d’avidine neutralisée (bleu pointillé) et enfin d’avidine 
active (vert). 
 
5.3.2 Caractérisation SPR de la BSAPEGB20kDa. 
 
Afin de s’assurer de la fonctionnalité de la modification, une caractérisation a été effectuée 
sur la BSAPEGB20kDa. On voit sur le graphique SPR présenté à la figure 5.8, un 
important déplacement vers la droite suite à l’attachement, sur un substrat de type Cr/Au, 
de la BSAPEGB20kda (1mg/ml dans PBS, 1 heure). L’exposition à la solution d’avidine 
désactivée ne provoque aucun déplacement, indiquant l’absence d’adsorption non 
spécifique. L’ajout de l’avidine provoque comme prévu un second déplacement vers la 
droite (courbe brune). Ceci permet de conclure que la fonctionnalisation est correcte et que 
la biotine du PEG est accessible.  
 FONCTIONNALISATION DE SURFACES PAR ADHÉSION NON-SPÉCIFIQUE DE BSA 
146 
 
 
 
 
Figure 5.8 : Spectre SPR montrant l’activité de la BSAPEGB20kda. Adhésion de la 
BSAPEGB20kda (rouge) suivi adhésion d’avidine neutralisée (bleu pointillé) et enfin 
d’avidine active (vert). 
 
 
5.4 Caractérisation SPR de la réponse à la modulation du pH.   
 
Nous avons vu à la section 5.3 que les BSA modifiées synthétisées sont fonctionnelles. La 
construction sensible au pH telle que présentée à la figure 5.1 sera caractérisée par SPR. Le 
pH sera modulé à partir de solutions de pH égal à 4 et à 10. La réponse issue de 
l’attachement et le détachement de l’avidine sera mesurée par une variation de l’intensité de 
la réflectance dans une mesure SPR à angle fixe.  
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5.4.1 Effet sur le signal SPR d’une alternance entre deux solutions de pH 
différents. 
 
Tel que vu au chapitre 2 (section 2.1), la résonance des plasmons de surface est une 
technique qui est sensible à une variation de l’indice de réfraction du milieu au-dessus de la 
couche d’or de notre substrat. Il faut donc considérer ce qui se passe lorsque l’on modifie le 
milieu lui-même comme dans le cas d’une alternance entre deux solutions. On considère 
que la surface d’or en elle-même est inerte face aux solutions tampons qui devront être 
utilisées lors de cette expérience. L’hypothèse de travail est que l’avidine qui se lie et se 
dissocie de la surface en fonction du pH doit générer une variation de la réflectance 
mesurable. Cette variation de signal devrait donc s’ajouter à une variation issue des 
changements de pH. 
 
Les solutions de pH n’ayant pas le même indice de réfraction, des sauts de signal liés à 
l’indice de réfraction seront obtenus, c’est-à-dire des sauts entre deux paliers 
correspondants aux deux milieux tel qu’illustré à la figure 5.9a.  
 
Une expérience contrôle sera donc réalisée avant l’ajout d’avidine. Ceci donnera la 
contribution des milieux seuls. En présence d’avidine, l’amplitude de l’écart entre les 
plateaux devrait être accentuée par l’attachement et le détachement de l’avidine. Il 
deviendra possible de mesurer la contribution de l’association et la dissociation de l’avidine 
en mesurant la différence des écarts entre les sauts d’intensité avant et après l’ajout 
d’avidine. La figure 5.9b montre la configuration prévue du système suite aux passages 
successifs entre une solution de tampon à pH égal à 10 et une solution tampon à pH égal à 4 
dans les configurations avec avidine et sans avidine. 
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Figure 5.9 : a) Courbe de réponse SPR d’une surface d’or couverte d’un mélange 
BSAPEGB10kDa et BSAiB (70 :30) à l’alternance de solutions pH=10 et pH=4 b) 
comportement prévu du système soumis à une alternance de pH. 
 
5.4.2 Estimation du rapport BSAPEGB : BSAiB optimal. 
 
La concentration optimale de BSAPEGB dans BSAiB peut être estimée en utilisant un 
argument géométrique. En calculant l’espace couvert par une chaîne PEG (figure 5.10), on 
peut déterminer, sachant la superficie d’une BSA, le nombre de BSAiB qui sera inclus dans 
le rayon d’action d’un seul PEG. La BSA a une forme elliptique de 14 nm par 4 nm 
[Hirayama et al. 1990]. On calcule donc une aire de 44 nm2. En supposant que la totalité de 
la surface serait couverte par une monocouche ordonnée de BSA, pour la zone de 68.2 nm 
de rayon que couvrirait un PEG de 10kDa dans son élongation maximale, on calculerait que 
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avoisinantes. Plusieurs concentrations ont été essayées de façon à trouver un ratio qui offre 
une variation de signal SPR maximale. 
 
5.4.3 Caractérisation SPR de la réponse aux variations de pH du mélange 
BSAiB/BSAPEGB10kDa. 
 
Le protocole utilisé pour réaliser les expériences est le même pour toutes les différentes 
concentrations étudiées. La concentration sera exprimée en termes de pourcentage de 
BSAPEGB dans BSAiB à une concentration de 1mg/ml de protéines modifiées en solution. 
La figure 5.11 illustre le résultat d’une expérience utilisant un mélange 2,5%. 
 
 
Figure 5.11 : Suivis SPR à angle fixe d’une mesure de réaction du système aux variations 
de pH. Sont illustrés les courbes pour l’état inactif (bleu), l’ajout de l’avidine sur système 
(rose) et test sur le système actif (jaune). 
 
Un substrat SPR de type Cr/Au est fonctionnalisé par l’exposition à une solution du 
mélange de BSA modifiée. Cette solution est préparée par le mélange de solutions 
primaires (1mg/ml) des deux espèces selon la concentration volumique visée. Après une 
heure d’immersion, la surface est lavée au PBS. Un contrôle négatif sur la surface est 
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réalisé avant l’ajout d’avidine. Le contrôle négatif consiste en l’obtention des créneaux par 
l’alternance des solutions de pH. Celui-ci est nécessaire pour deux principales raisons. 
D’abord, de nouvelles solutions tampons étaient préparées régulièrement celles-ci peuvent 
donc ne pas posséder le même indice. Ensuite, la réponse SPR peut varier d’un substrat à 
un autre. Afin de connaître la réponse SPR issue des variations de pH, un contrôle négatif 
pour chaque échantillon est donc essentiel. La courbe bleue montre la modulation de pH sur 
la surface modifiée avant l’ajout de l’avidine au système. Les tampons utilisés sont : 
CH3COOH/CH3COONa (pH=4) et NaHCO3/NaOH(pH=10) [Sembrooke and Russel 2001] 
à une concentration de 0,05M et contenant 100 mM de NaCl. La surface est lavée avec 
environ 2 ml de solution de pH=10, puis un volume de 500 µl est laissé dans la chambre. 
Après l’obtention d’un plateau, la surface est lavée avec environ 2 ml de la solution de pH 
égal à 4. Après stabilisation, on retourne en pH=10. Pour chaque expérience, cinq passages 
de pH=10 à pH=4 sont mesurés. À la fin du contrôle négatif, l’échantillon est remis en 
milieu PBS. Suite à cette étape, l’avidine a été ajoutée au système. La courbe verte montre 
l’adhésion de l’avidine sur la surface (1mg/ml dans PBS). L’attachement a été poursuivi sur 
une période d’une heure. Enfin, la modulation de pH est refaite. La courbe jaune montre le 
spectre issu de cette étape. On observe d’abord une chute du signal issue du détachement de 
l’avidine immobilisée sur les BSAiB suite à un premier lavage avec la solution à pH=4. 
Ensuite, les créneaux issus de la modulation de pH sont obtenus.  
 
Si on calcule les valeurs de variation de réflectance associées aux changements de solution, 
deux types de valeurs sont obtenus: les valeurs de deltas pour les passages de pH=10 vers 
pH=4 (10-4) et pH=4 vers pH=10(4-10). Pour l’expérience présentée à la figure 5.11 sur la 
courbe mesurée avant l’ajout d’avidine, on obtient des valeurs moyennes de delta 4-10 de 
0,0112(±0,0005) et -0.0126 (±0,0012) pour le 10-4.. Si on refait le calcul de mesure des 
deltas sur la courbe après l’ajout d’avidine, on obtiendra des valeurs de av4-10 de 
0,0123(±0,0005) et av10-4–de -0,0137(±0,0002). La différence entre ces valeurs et celles 
obtenues au contrôle négatif donne la valeur de la contribution de l’avidine, soit un gain de 
0,0007 pour le passage de pH=4 à pH=10 et de -0,0012 pour le passage de pH=10 à pH=4.  
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L’amplitude des variations de signal SPR observée après l’activation avec l’avidine est 
supérieure à celle observée sur le contrôle négatif. À partir de ce résultat, on pourrait 
estimer que le biocapteur est fonctionnel et répond aux changements de pH. Le tableau 
suivant montre la compilation de plusieurs expériences à différentes concentrations pour de 
BSAPEGB10kDa. Le bruit RMS mesuré sur les plateaux correspond à 7x10-5. 
 
 
Conc. 
BSAPEGB 
(%) 
4-10 10-4 av4-10 av10-4 
Gain 
4à10 
Gain 
10à4 
0,5 0,0087(±0,0010) -0,0120(±0,0010) 0,0110(±0,0010) -0,0119(±0,0010) 0,0023 0,0001 
       
1 0,0131(±0,0008) -0,0133(±0,0005) 0,0135(±0,0004) -0,0142(±0,0004) 0,0004 -0,0009 
1 0,0089(±0,0009) -0,0101(±0,0008) 0,0103(±0,0001) -0,0131(±0,0015) 0,0013 -0,0030 
1 0,0138(±0,0001) -0,0176(±0,0006) 0,0095(±0,0014) -0,0142(±0,0010) -0,0043 0,0033 
1 0,0144(±0,0001) -0,0177(±0,0006) 0,0174(±0,0014) -0,0195(±0,0009) 0,0043 -0,0006 
       
2,5 0,0112(±0,0005) -0,0126(±0,0012) 0,0123(±0,0005) -0,0137(±0,0002) 0,0007 -0,0012 
2,5 0,0076(±0,0010) -0,0104(±0,0004) 0,0095(±0,0008) -0,0103(±0,0005) 0,0019 0,0002 
2,5 0,0144(±0,0016) -0,0162(±0,0006) 0,0141(±0,0011) -0,0173(±0,0011) -0,0003 -0,0011 
       
5 0,0097(±0,0029) -0,0131(±0,0035) 0,0095(±0,0008) -0,0119(±0,0003) -0,0002 0,0012 
5 0,0095(±0,0011) -0,0101(±0,0010) 0,0084(±0,0001) -0,0099(±0,0006) -0,0011 0,0002 
       
10 0,0078(±0,0012) -0,0076(±0,0004) 0,0036(±0,0005) -0,0053(±0,0012) -0,0041 0,0023 
10 0,0102(±0,0006) -0,0127(±0,0001) 0,0113(±0,0001) -0,0121(±0,0010) 0,0013 0,0006 
       
30 0,0919(±0,0017) -0,0922(±0,0018) 0,0931(±0,0023) -0,0927(±0,0009) 0,0012 -0,0005 
       
40 0,0276(±0,0002) -0,0292(±0,0003) 0,0308(±0,0003) -0,0320(±0,0010) 0,0031 -0,0027 
       
50 0,0100(±0,0008) -0,0137(±0,0007) 0,0109(±0,0010) -0,0173(±0,0006) 0,0009 -0,0036 
50 0,0101(±0,0001) -0,0159(±0,0014) 0,0106(±0,0012) -0,0160(±0,0009) 0,0006 -0,0001 
50 0,0612(±0,0012) -0,061(±0,0006) 0,0608(±0,0012) -0,0615(±0,0003) -0,0003 -0,0001 
       
70 0,0710(±0,0005) -0,0715(±0,0006) 0,0593(±0,0007) -0,0584(±0,0014) -0,0117 0,0132 
Tableau 5.1 : Tableau des résultats obtenus à différents ratios de BSAPEGB10kDa dans 
BSAiB. Les expériences dont les gains correspondent au comportement prévu, en jaune 
résultats indéterminés et en rouge les résultats négatifs. 
 
Le tableau 5.1 présente donc plusieurs informations importantes : pour chaque 
concentration, on trouve en premier lieu les valeurs de delta mesurées avant et après l’ajout 
d’avidine ainsi que le gain associé à l’ajout de l’avidine. Notons ici que pour le passage de 
pH=10 à pH=4, comme il s’agit d’une diminution de l’absorbance, le gain sera 
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naturellement négatif si le av10-4 est plus grand que 10-4. La valeur de l’écart type sur la 
moyenne a été calculée pour chacun des deltas obtenus lors d’une expérience à partir de 
cinq mesures de chacun des deltas par expérience. 
 
Si on regarde les colonnes des deltas, on trouve qu’indépendamment de la concentration de 
BSAPEGB dans la couche, les valeurs de delta sont relativement constantes. Ceci pourrait 
s’expliquer par le fait que la contribution associée aux changements de solution est 
largement plus importante que celle apportée par le mouvement de l’avidine dans le champ 
évanescent. De plus, on note que les deltas associés aux passages de pH4 à pH10 sont pour 
la plupart inférieurs aux passages de pH10 à pH4. Ce comportement est encore mal 
expliqué. Puisque celui-ci est observé autant dans la mesure prise avec avidine que pour le 
contrôle négatif, on peut exclure la contribution de l’avidine dans ce phénomène. Il pourrait 
cependant s’agir d’un problème de diffusion et d’équilibrage de pH à l’interface liquide-
métal. Aussi, les PEG et les BSA sont des molécules hydratées, et chargées ioniquement 
dans le cas des BSA, il est possible que celles-ci soient affectées (effondrement, 
gonflement)  par un changement de pH et que ce phénomène influe sur la réponse SPR. 
 
Enfin, il est important de regarder la valeur de gains afin de comparer les différentes 
expériences. On cherche donc une valeur positive pour le gain 4 à 10 et négative pour le 
gain 10 à 4. Il s’est avéré que toutes les expériences n’ont pas présenté les valeurs de gain 
attendues. Dans le tableau précédent, les expériences correspondant aux critères prévus sont 
présentées en vert. En jaune, sont présentés les résultats potentiellement positifs. Entrent 
dans cette catégorie, les résultats où seulement l’un des deux gains correspond aux critères 
ou encore la valeur étant trop faible pour confirmer l’expérience comme positive. Enfin, les 
expériences ne pouvant être considérées comme positives sont présentées en rouge.  
 
Globalement on trouve que 33% des expériences ont eu le comportement prévu, 27% sont 
potentiellement positif et 40% ne montrent pas de résultats positifs. Il semble que ces 3 
catégories soient distribuées indépendamment de la concentration du BSAPEGB en 
surface. Tel que montré, l’écart type calculé pour les valeurs de delta est 
approximativement du même ordre de grandeur pour la plupart des valeurs de delta elles-
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mêmes. On doit conclure que, selon ces observations, le déplacement de l’avidine pour le 
système BSAiB/BSAPEGB10kDa ne provoque pas une variation de signal SPR 
suffisamment grande pour être détecté. Si celle-ci existe, elle se situe dans la marge de 
l’erreur expérimentale. L’utilisation d’une laisse plus longue a été testée afin de vérifier si 
l’augmentation d’amplitude de mouvement de l’avidine génère une variation de signal plus 
significative. 
5.4.4 Caractérisation de la réponse aux variations de pH du mélange 
BSAiB/BSAPEGB20kDa. 
 
Le protocole utilisé pour réaliser les expériences avec le mélange 
BSAiB/BSAPEGB20kDa est le même que pour les expériences présentées à la section 
5.4.1. Le tableau suivant résume les résultats obtenus avec le nouveau mélange. 
 
 
Conc. 
BSAPEGB 
(%) 
4-10 10-4 av4-10 av10-4 
Gain 
4à10 
Gain 
10à4 
       
5% 0,0092(±0,0004) -0,0101(±0,0006) 0,0116(±0,0003) -0,0129(±0,0004) 0,0024 -0,0028 
5% 0,0052(±0,0009) -0,0063(±0,0005) 0,0054(±0,0011) -0,0070(±0,0012) 0,0002 -0,0007 
5% 0,0036(±0,0003) -0,0054(±0,0003) 0,0056(±0,0013) -0,0080(±0,0004) 0,0020 -0,0026 
       
10% 0,0071(±0,0003) -0,0092(±0,0003) 0,0080(±0,0008) -0,0104(±0,0003) 0,0008 -0,0012 
10% 0,0046(±0,0004) -0,0071(±0,0006) 0,0069(±0,0005) -0,0092(±0,0007) 0,0021 -0,0022 
       
20% 0,0066(±0,0009) -0,0083(±0,0009) 0,0079(±0,0007) -0,0094(±0,0008) 0,0013 -0,0010 
       
50% 0,0068(±0,0005) -0,0080(±0,0006) 0,0059(±0,0007) -0,0072(±0,0003) -0,0009 0,0008 
Tableau 5.2 : Tableau des résultats obtenus à différent ratio de BSAPEGB20kDa dans 
BSAiB. 
 
Dans ce tableau, les résultats ont le même code que présenté au tableau 5.1. On remarque 
qu’à l’exception d’un cas à la concentration 5% et à la concentration à 50%, toutes les 
expériences réalisées avec la BSAPEGB20kDa ont mené à des résultats positifs. Les gains 
pour les passages de pH=4 à pH=10 et de pH=10 vers pH=4 sont en concordance pour 
toutes les valeurs présentées. Les écarts types mesurés sont, dans la plupart des cas, environ 
un ordre de grandeur sous la valeur de delta associée. À l’instar des expériences présentées 
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pour le système BSAiB/BSAPEGB10kDa, il n’est pas possible d’identifier une 
concentration de BSAPEGB20kDa qui donnerait un signal optimal. 
 
L’obtention d’un plus haut taux de résultats positifs permet de déduire que l’augmentation 
de la longueur de laisse favorise la détection des mouvements de l’avidine attachée à celle-
ci. Ceci pourrait être dû à la plus grande amplitude de mouvement dans le champ 
évanescent de l’avidine liée à la laisse. La section suivante présente des simulations 
d’expérience SPR permettant de valider cette affirmation en calculant la réponse associée à 
la variation de position de l’avidine dans le champ évanescent. 
 
5.4.5 Simulation d’expériences de modulation de pH sur SPR. 
 
Les résultats obtenus montrent que la construction prévue au départ est réalisable sur un 
substrat d’or. Les composantes sont individuellement fonctionnelles et il est possible de les 
faire adhérer sur un substrat. Cependant, nous avons vu que lorsque l’on teste la 
construction avec une variation de pH, le gain associé à l’activation du biocapteur est 
relativement faible. Il est aussi difficile d’associer une variation du gain avec la 
concentration de BSAPEGB en surface. 
 
Le graphique suivant montre une simulation du champ électrique pour un échantillon SPR 
dans les conditions utilisées expérimentalement. La simulation a été faite en utilisant la 
méthode Abèles pour les équations de Fresnel. La valeur du champ a été normalisée en 
fonction de la valeur maximale. La surface simulée est identique à l’échantillon utilisé soit, 
un substrat de BK7 (n= 1.515, k= 0.0) couvert d’une épaisseur de 3 nm de chrome 
(n=3,132, k=3,317) [Palik 1991] et de 48nm d’or ( n=0,136, k=4,002) [Hass et Hadley 
1972] dans un milieu aqueux (n=1.330, k=0,0). L’abscisse, qui correspond à la distance de 
propagation du champ, débute à la surface du verre. Le maximum d’intensité à une distance 
de 52nm est trouvé à la surface de la couche métallique. Tel que prévu, le champ décroît 
exponentiellement avec la distance de la surface (figure 5.12).  
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Figure 5.12 : Simulation du champ évanescent pour un substrat SPR de type Cr/Au. 
 
 
En supposant que le champ électrique ne serait pas affecté par l’ajout de la BSA modifiée et 
par la chaîne PEG, on pourrait extraire les valeurs d’intensité du champ aux endroits 
critiques de notre construction. Ce qui nous permet d’obtenir le tableau suivant. 
 
 valeur du champ différence avec la surface de BSA 
BSA (5nm) 0,977 0,000 
PEG10 replié (7,5nm) 0,942 -0,036 
PEG10 étendu (68nm) 0,713 -0,264 
PEG20 replié (11nm) 0,929 -0,049 
PEG20 étendu (132nm) 0,530 -0,447 
   
Tableau 5.3 : Tableau des valeurs de champ évanescent à différentes longueurs 
correspondant aux longueurs étendues et repliées des PEG. 
 
Les valeurs montrent que la différence d’intensité du champ évanescent par rapport à la 
valeur à la surface de la couche de BSA augmente avec l’augmentation de la distance. Ceci 
étant dû à décroissance exponentielle de la valeur du champ évanescent. Naturellement, les 
différences les plus significatives sont pour les PEG dans leur configuration étendue. Or il 
est plus probable de les retrouver repliées que complètement étendus. Les valeurs de rayon 
de Flory calculées pour chacun des PEG sont 7,5nm et 11nm respectivement pour les 
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PEG10kDa et PEG20kDa. Le gain associé lorsque la masse du PEG est doublée correspond 
à une augmentation de 36%. Ceci peut expliquer qu’une plus grande proportion 
d’expériences positives ait été observée pour le mélange BSAiB/BSAPEGB20kDa.  
 
 
Figure 5.13 : Simulation du spectre SPR angulaire pour un substrat propre, avec une couche 
de BSA, avec une couche d’avidine sur la couche de BSA et une avidine sur un PEG à 
quatre distances différentes 
 
Une seconde simulation, illustrée à la figure 5.13, a été effectuée en tenant compte 
maintenant de la couche de BSA modifiée pour des BSAPEGB 20kDa et 10kDa. La 
simulation a été faite selon les mêmes paramètres pour le substrat. Une couche d’épaisseur 
de 5 nm est calculée pour la couche de BSA mélangée contenant la BSAiB et les 
BSAPEGB. Un indice de réfraction de 1.50 est utilisé pour la simulation. Suite à cela, est 
ajoutée une seconde couche de protéines, soit l’avidine ( 5nm,  n=1.5) [Hand 1935]. 
Lorsque l’avidine se détache de la surface, une couche monolithique est considérée. Celle-
ci se déplace aux distances dictées par les longueurs de PEG. Le volume contenu entre la 
couche d’avidine et la couche de BSA est considéré comme un volume d’eau en négligeant 
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la contribution du PEG. La simulation montrée en figure 5.13, correspond au spectre 
angulaire obtenu pour la construction du système, mais surtout les variations du spectre 
associées au déplacement de la couche d’avidine dans le champ évanescent. 
 
Chaque étape d’ajout d’une couche de protéine déplace la courbe vers la droite; la courbe 
est déplacée de presque un degré à chaque ajout. L’état ‘avidine en surface’ correspond à 
l’état lorsque le système est en condition de pH égal à 10. Lorsque l’avidine se sépare à pH 
égal à 4, elle s’éloigne de la surface donc l’effet de la présence de la couche d’avidine sur la 
position de la courbe SPR décroît. Les courbes ont été simulées pour les quatre positions 
importantes décrites préalablement. En comparant les valeurs d’intensité à un angle de 71 
degrés, ce qui équivaut à faire une expérience à angle fixe, on obtient les valeurs présentées 
au tableau 5.4.  
 
 I (à 71 degrés) Delta 
BSA 0,1278 0,2427 
Avidine en surface 0,3705 0 
PEG 10kDa (7,5nm) 0,3535 0,0170 
PEG 20kDa (11nm) 0,3459 0,0246 
PEG 10kDa étendu (68nm) 0,2481 0,1224 
PEG 20kDa étendu (132nm) 0,1876 0,1829 
Tableau 5.4 : Valeur d’intensité mesurée pour un angle fixe de 71 degrés. 
 
Les deltas présentés dans le tableau correspondent à la différence de réflectance avec l’état 
‘avidine en surface’. Ces deltas correspondent donc au signal qui serait obtenu lors d’une 
expérience d’ouverture et de fermeture du système de réponse au pH. Il est évident que le 
gain de signal obtenu lorsque le PEG se déplie complètement en comparaison avec l’état 
‘pelote’ est non négligeable. Le signal obtenu pour la forme étendue est, autant pour le PEG 
de 10kDa que le PEG de 20kDa, plus de sept fois plus élevé. Ceci est compatible avec les 
observations présentées en figure 5.12 où l’on voyait que l’intensité du champ évanescent 
chutait dramatiquement aux extrémités des PEG étendus. Aussi, en comparant entre elles 
les valeurs obtenues pour les états ‘pelotes‘, on trouve que de doubler la longueur du PEG 
augmente de 45% le signal et dans la configuration étendue, le gain associé à 
l’augmentation de longueur passe à 50%. Il est évident que la configuration optimale serait 
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d’avoir le PEG de 20kDa complètement étendu. Dans cette configuration le delta entre les 
états ouverts et fermés correspond à environ 75% du delta associé à l’ajout de l’avidine au 
départ (delta BSA).  
 
Les valeurs obtenues avec la simulation sont dans tous les cas au moins dix fois supérieures 
aux valeurs obtenues expérimentalement. Le ratio signal/bruit serait suffisamment élevé 
pour détecter facilement les mouvements de l’avidine dans le champ évanescent. 
Cependant, cette modélisation représente une situation idéalisée avec un taux de couverture 
de 100%. Selon les paramètres établis, la couche uniforme d’avidine bougerait de façon 
monolithique dans l’espace. Ce qui correspond à une monocouche complète de BSAPEGB, 
toutefois en incorporant une quantité nécessaire d’au moins 50% de BSAiB, cela viendrait 
diminuer de plus de 50% le signal associé au déplacement. Ainsi, si on prend la situation 
calculée où en théorie la variation de signal est la plus faible, soit le BSAPEGB 10kda, en 
conformation pelote et que l’on corrige pour une concentration de 10%, le signal obtenu 
(0,0017) est du même ordre de grandeur que les valeurs expérimentales présentées au 
tableau 5.2. Puisque dans la simulation les changements de solution de pH ne sont pas pris 
en compte, les valeurs obtenues correspondent aux valeurs expérimentales présentées dans 
les colonnes ‘Gain 4 à 10’ et ‘Gain 10 à 4’. On trouve donc qu’en théorie le concept est 
valable de plus, un certain nombre d’expériences vont dans ce sens. Cependant, plusieurs 
éléments problématiques peuvent expliquer la timidité des résultats expérimentaux obtenus.  
 
Il y a principalement deux sources de problèmes que l’on peut explorer : les problèmes 
expérimentaux et les problèmes au niveau du concept. Dans un premier temps, abordons les 
problèmes expérimentaux. Il a été vu que le niveau de bruit moyen mesuré lors des 
expériences de variation de pH est de 0,00007 ce qui est relativement faible compte tenu 
des variations de signal obtenues. Or, si la variation de position de l’avidine entre la 
position ouverte et fermée est très faible, l’importance du bruit deviendra plus significative. 
Cela dit, la contribution de l’instabilité du système est beaucoup plus importante que le 
bruit lui-même. Des dérives fréquentes du signal lors des mesures à angles fixes ont rendu 
difficilement exploitables ou complètement inexploitables certaines mesures effectuées. 
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Ces dérives peuvent s’expliquer par plusieurs facteurs, notamment les dérives thermiques, 
l’altération du substrat ou de la construction et les fluctuations d’intensité du laser. 
L’appareil étant conçu pour éliminer une partie des dérives liées aux variations de laser, il 
est possible que celle-ci ne soit pas complètement éliminée. L’un des grands facteurs 
d’erreur est l’inhomogénéité des valeurs de delta calculées. Cette inhomogénéité est 
observable de deux façons: d’abord l’erreur sur la mesure des deltas. Parmi les deltas 
calculés (tableau5.3) la valeur de l’écart type sur la mesure de ces deltas s’est avérée 
presque aussi importante que le gain obtenu pour l’expérience en cours. Ensuite, la 
comparaison entre les deltas pour les ouvertures ne correspond pas nécessairement aux 
deltas de fermeture. En d’autres termes, un passage de pH=4 à pH=10 devrait générer le 
même signal qu’un passage de pH=10 à pH=4. Ce qui n’était pas nécessairement le cas lors 
de certaines expériences. Il est donc possible qu’un signal de faible amplitude soit masqué 
par le « bruit global » qui regroupe le bruit, les dérives et les écarts dans les mesures de 
deltas.  
 
D’un autre côté, si le signal généré était aussi important que le signal calculé avec les 
simulations, spécialement dans le cas du BSAPEGB20kda, les fluctuations décrites 
précédemment auraient un poids largement plus faible dans la mesure des deltas. On peut 
supposer que le problème puisse résider aussi dans le design de la construction. Dans un 
premier temps, le choix du système de reconnaissance, soit le couple iminobiotine-avidine, 
nécessite l’emploi de deux solutions de pH différents. Le plus grand problème associé à 
l’utilisation de solutions de pH est que leurs indices de réfraction sont différents. Il est 
particulièrement difficile, soit en diluant les solutions ou en ajoutant du sel pour changer 
l’indice, d’amener les deux indices de réfraction à être exactement équivalent. Il se trouve 
donc qu’il faut tenir compte des déplacements dus aux changements d’indices ce qui crée 
des erreurs tel que présenté plus tôt.  
 
L’autre élément du design qui constitue un point critique du mécanisme est la laisse qui 
tient l’avidine en proximité de la surface. Le choix d’une chaîne de polyéthylène glycol 
semblait un choix approprié compte tenu, entre autres, de son caractère hydrophile et de sa 
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biocompatibilité (voir section 1.3.3). Puisque les résultats obtenus ne correspondent pas aux 
résultats simulés, il faut questionner ce choix de polymère et cela, spécialement après avoir 
vu au chapitre 4 que le PEG bloquait à l’avidine l’accès à l’iminobiotine. Plusieurs 
problèmes peuvent être associés au PEG en tant que laisse. Les faibles variations de 
signaux obtenues lors des changements de pH sont très probablement causées par une faible 
variation de la position de l’avidine dans le champ évanescent. 
 
L’une des explications possibles est qu’en pH égal à 10, l’avidine ne se relie pas ou alors 
difficilement à l’iminobiotine en surface. Pour réaliser la construction, un site de liaison de 
l’avidine doit être utilisé pour former un lien avec le PEG, ce qui laisse trois sites 
disponibles. En raison de la concentration d’avidine à laquelle la surface est exposée lors de 
l’activation du système, on peut supposer que la probabilité qu’une avidine soit liée par 
deux PEG est négligeable. Il faut donc se demander si le PEG permet à l’avidine de 
s’orienter correctement pour lier l’iminobiotine, ou encore si le PEG permet à l’avidine, 
dans un délai de temps acceptable, de venir à proximité de la surface pour s’y lier. 
 
Il a été reporté dans la littérature que les PEG, en raison de leur caractère hydrophile et de 
la flexibilité de leurs chaines, entrainent une augmentation du volume hydrodynamique de 
la protéine sur laquelle ils sont fixés [Yang et al. 2003]. Cette flexibilité peut entrainer par 
encombrement stérique un blocage des sites actifs de la protéine. Il peut en résulter une 
diminution ou même la perte de l’activité [Kubetzko et al. 2005]. Ceci représente une piste 
de réponse à la première question.  
 
Maintenant, dans la situation de pH=4, le problème majeur serait que l’avidine, une fois 
détachée de la surface, reste dans la zone d’espace délimitée par le rayon de Flory tel que 
défini antérieurement. L’utilisation d’une laisse plus rigide pourrait favoriser l’éloignement 
de l’avidine lors du passage à pH=4. Pour ce faire, plusieurs options sont disponibles. Les 
travaux de Medintz et al [Medintz et al. 2005; Medintz et al. 2003]proposent l’utilisation 
d’un brin d’ADN. L’ajout du brin complémentaire vient ajouter de la rigidité à la laisse. Du 
côté des polymères, il faut trouver des polymères dont la longueur de persistance est plus 
élevée que celle du PEG qui n’est que de 3,8 Å [Lee et al. 2008]. L’ajout de cycle 
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aromatique, ou de liens carbone-carbone doubles, vient réduire les degrés de liberté de la 
chaîne. Autrement dit, les mouvements de la chaîne sont limités, ce qui la rend moins 
souple. On pourrait considérer l’insertion de proline, de polyproline ou encore de 
méthylène dianiline ce qui formerait un copolymère. Plusieurs polymères existent déjà 
ayant des longueurs de persistance plus élevées. Par exemple, le polyamide-imide (PAI) 
possède une longueur de persistance de 35 Å, le téflon (PTFE) de 19 Å. Certains polymères 
comme le poly-p-benzamide (PBA) possèdent une longueur de persistance allant jusqu’à 
900 Å dans certaines conditions[Mark 1999]. 
 
5.5 Résumé. 
 
Un prototype de mécanisme répondant à une variation de pH a été présenté. Le prototype 
repose sur le principe de l’utilisation de BSA modifiées comme base à la construction du 
mécanisme. Les deux moitiés du mécanisme sont attachées sur deux BSA et le mélange des 
deux en assure sa fabrication via l’adsorption de la BSA sur les substrats d’or. Il a été vu 
que la BSA se lie sur les substrats SPR. Cette adhésion permet de bloquer l’adhésion non 
spécifique sur le substrat. L’adhésion non spécifique provoque des altérations du 
fonctionnement du biocapteur. Il a été démontré que la BSA bloque presque complètement 
l’adhésion d’avidine sur la surface.    
 
D’autre part, cette passivation de la surface que crée l’adhésion d’une couche de BSA sur 
un substrat s’est avérée utile à la protection d’une couche d’argent. Il a été démontré que 
l’exposition d’un substrat d’argent à une solution tampon comme le PBS provoque une 
dégradation du substrat entrainant une perte de signal lors d’une mesure SPR. Cependant, la 
passivation de la surface par la BSA permet de prévenir cette dégradation. Cette 
observation a été corroborée par l’observation de substrat par AFM. La dégradation de la 
surface lors de l’immersion dans le PBS a pu être observée par l’apparition d’une forte 
rugosité de la surface, soit quinze fois plus élevée que le substrat propre. À l’inverse, avec 
la passivation de la surface par la solution de BSA, l’augmentation de rugosité est d’à peine 
trois fois la valeur initiale.  
  
163 
 
 
La BSA fut donc une candidate idéale pour la conception d’un prototype de biocapteur 
répondant à la variation du pH. Les espèces actives soit l’iminobiotine et le PEG-biotine 
peuvent être préalablement attachées à la BSA avant que celle-ci soit liée à la surface. La 
BSA a été efficacement fonctionnalisée. Les espèces modifiées ont été purifiées et leur 
identité a été confirmée par la suite. Les expériences SPR ont montré que les espèces 
synthétisées sont actives et fonctionnent tel que prévu lorsque testées individuellement.   
 
La construction du système répondant à la variation du pH a consisté au mélange de deux 
espèces de BSA modifiées dans une proportion voulue. Plusieurs concentrations de 
BSAPEGB ont donc été testées. L’utilisation de deux solutions de pH différents ajoutait 
une difficulté au traitement des résultats de deltas obtenus. Une calibration des solutions à 
chaque expérience était nécessaire en raison du caractère unique de la réponse de chaque 
échantillon. Les deltas ont été calculés et présentés pour deux longueurs de PEG 
différentes. Les résultats obtenus sont mitigés, mais laissent croire qu’il est possible que 
l’ouverture et la fermeture du système se produisent, mais que le signal associé à chacune 
des transitions ne soit que difficilement extractible. Ceci est dû soit à la faiblesse du signal 
généré, soit à l’erreur sur la mesure, ou plus probablement une combinaison des deux.  
 
Des pistes de solutions ont été exposées afin d’augmenter la sensibilité de la détection 
notamment en remplaçant le système de reconnaissance afin d’amoindrir le large écart 
associé au changement de pH. Il demeure néanmoins que peu importe le système choisi, il 
sera difficile de s’affranchir complètement de la variation de signal associée à 
l’incorporation d’une nouvelle molécule en solution. Celle-ci générera nécessairement une 
variation de l’indice de réfraction du milieu que la SPR détectera.  
 
L’autre alternative proposée est la modification de la laisse. L’utilisation d’un polymère 
différent, ou encore l’intercalation de section d’un autre polymère (sous forme d’un 
copolymère) pourrait permettre de contrôler les propriétés de la laisse. L’étude du 
comportement de la laisse en solution serait un point clé de l’optimisation du système de 
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reconnaissance dans le contexte de développement d’un biocapteur sans marqueur utilisant 
une laisse.  
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CHAPITRE 6.  :       
MESURES DE FLUORESCENCE SUR GUIDES 
D’ONDE 
 
Le dernier aspect du projet de conception d’un biocapteur est la fonctionnalisation d’un 
guide d’onde. Tel que présenté au chapitre 1.1.4, la lumière confinée dans un guide d’onde 
génère un champ évanescent à l’interface entre le cœur du guide et la gaine (cladding). Ce 
dernier peut servir à exciter des fluorophores immobilisés en surface. Dans le cadre du 
développement d’un biocapteur, cela permet la détection d’espèces cibles. Celles-ci étant 
immobilisées en surface via la biofonctionnalisation du guide d’onde. Deux méthodes ont 
été présentées aux chapitres 4 et 5, soit la formation d’un lien covalent avec la surface et 
l’exploitation de l’adhésion non spécifique de la BSA. La seconde méthode a la 
particularité d’être rapide, ce qui est avantageux pour le prototypage de biocapteurs.  
 
Ce chapitre présente donc des essais préliminaires de fonctionnalisation de guides d’ondes 
planaires via l’exploitation de l’attachement non spécifique de récepteurs 
(BSAPEGB10kDa) en surface. La microscopie TIRF sera utilisée pour caractériser la 
fonctionnalisation de substrats de verre. L’un des avantages nets de la microscopie TIRF 
est que grâce à l’excitation via le champ évanescent, il est possible d’illuminer seulement 
une portion infime du volume à l’interface entre le substrat et le milieu. Ceci permet 
d’augmenter le rapport signal/bruit comparativement à des méthodes de mesures de 
fluorescence classiques, comme la microscopie à fluorescence ou épifluorescence où tout le 
volume de l’analyte est illuminé. Le bruit de fond est donc considérablement diminué 
[Stout et Axelrod 1989]. Suite à ceci, des guides d’ondes planaires seront fonctionnalisés 
par la même méthode que les substrats de verre et seront caractérisés en fluorescence.  
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6.2 Fonctionnalisation de la surface. 
 
Il a été vu au chapitre 5 qu’une protéine telle que la BSA modifiée à l’aide d’un 
groupement biotine permet l’attachement efficace de l’avidine. Incidemment, il est possible 
d’attacher des fluorophores marqués par de l’avidine sur un substrat solide par la même 
méthode. La BSA modifiée avec un PEG-biotine d’une masse de 10kDa a été utilisée afin 
de fonctionnaliser les guides d’ondes.  
 
6.2.1 Caractérisation en épifluorescence. 
 
Afin de vérifier l’attachement spécifique de points quantiques en surface, des substrats de 
verre ont été observés, en premier lieu, sur le microscope à épifluorescence. Des lamelles 
de verre (25mm diamètre, 22um épaisseur, "Assistent" Karl Hecht GmbH&Co, Allemagne) 
ont été lavées à la solution piranha pendant quinze minutes, rincées à l’eau distillée puis 
enfin, séchées avec un jet d’argon. Les lamelles ont été ensuite recouvertes d’une goutte de 
solution de BSAPEGB10kDa (1mg/ml dans PBS 1X) puis laissées pour une période de 
vingt-quatre heures dans un plat de pétri fermé. Afin de minimiser l’évaporation des 
gouttes de solution de BSAPEGB10kDa, des tampons imbibés d’eau ont été placés avec les 
échantillons dans le but de créer une pression de vapeur saturante. Suite au dépôt, les 
échantillons sont rincés plusieurs fois avec du PBS. Ceux-ci sont exposés à nouveau à une 
solution de BSA (1mg/ml dans PBS) pendant une heure afin d’optimiser la couverture de 
BSA sur la surface et ainsi diminuer l’adsorption non spécifique lors des étapes 
subséquentes. Les échantillons ont été utilisés tels quels et immédiatement après leur 
préparation. 
 
Une solution de points quantiques (Invitrogen) à une concentration de 1 nM dans le PBS a 
été préparée et utilisée pour l’attachement sur les substrats. Parallèlement, un volume de 
cette solution a été neutralisé en ajoutant une concentration de 0,8 mM de biotine. La 
solution a été agitée pendant trente minutes à température ambiante pour assurer la 
neutralisation d’un maximum de streptavidine. La figure 6.2 illustre la séquence 
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d’observation d’un échantillon type sur lequel a été attachée une couche de points 
quantiques.  
 
 
Figure 6.2 : Image de fluorescence d’un substrat de verre avec une couche de la 
BSAPEGB10kDa a) sans points quantiques (I=0) b) avec points quantiques (em. 655nm) 
neutralisés (I=36) c) points quantiques (em. 655nm) actifs (I=173) 
 
 
Les trois images présentées à la figure 6.2 ont été acquises dans les mêmes conditions 
d’illumination. La fig6.2a montre qu’il n’y a pas de luminescence provenant du substrat, 
lorsque simplement fonctionnalisé avec la BSAPEGB10kDa, l’intensité de fluorescence 
relative mesurée est nulle (I=0). Un contrôle négatif a été réalisé par l’immersion de la 
surface dans la solution de points quantiques neutralisés (t.p. 30min, suivi d’un lavage au 
PBS) a créé un faible niveau de fluorescence (I=36). Ceci est dû à une adsorption non 
spécifique des points sur le substrat [Dubertret et al. 2002]. Comme les protéines, les points 
quantiques peuvent se lier de façon non spécifique à un substrat via des interactions 
électrostatiques [Barroso 2011] menant à un marquage non désiré. Suite à cette 
observation, la même surface est immergée dans une solution de points quantiques actifs 
(t.p. 30min, suivi d’un lavage au PBS). On trouve sur la figure 6.2c une augmentation nette 
de la fluorescence suite au rinçage de la solution de points quantiques (I=173). On trouve 
que la luminosité suite à l’ajout des points actifs est cinq fois plus élevée que le contrôle 
négatif.  
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6.2.2 Caractérisation dans un champ évanescent (TIRF). 
 
Une expérience similaire a été réalisée sur un microscope TIRF afin d’observer la présence 
des Qdots dans un champ évanescent. Ce champ évanescent imite le champ évanescent 
produit par un guide d’onde, ce qui permettra de valider l’obtention de fluorescence par 
microscopie avant l’utilisation de guides d’onde. Sur le microscope TIRF, le champ 
évanescent est créé à l’aide d’un laser bleu (488nm) dirigé dans un objectif 100X à 
immersion dans l’huile. Les échantillons utilisés ont été préparés selon la méthode décrite à 
la section 6.2.1.  
 
La figure 6.3 présente des images d’une expérience de fluorescence TIRF. Sur la figure 
6.3a, on observe une image de la surface dans le tampon PBS avant l’ajout de points 
quantiques, la fluorescence est presque nulle. Sur la figure 6.3b se trouve une image de la 
même surface, dans le PBS, suite à l’ajout des points sur une période de trente minutes. La 
fluorescence de la surface est visible sur cette dernière image. Les conditions d’illumination 
et d’acquisition sont identiques pour les deux images, afin de pouvoir les comparer. Il est à 
noter le champ évanescent est non-uniforme dans le champ d’observation de la caméra. 
Ceci explique que, dans l’image obtenue, la fluorescence soit localisée bien que la surface 
soit complètement fonctionnalisée. Les valeurs de luminescence montrées représentent la 
moyenne de cinq images.  
 
 
Figure 6.3 : Image de fluorescence TIRF d’un substrat de verre avec une couche de la 
BSAPEGB10kDa a) sans points quantiques b) avec points quantiques actifs (longueur 
d’onde d’émission 655nm) 
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Considérant les résultats présentés à la section 6.2.1, il est possible d’affirmer que 
l’augmentation de fluorescence observable est due principalement à l’attachement 
spécifique des fluorophores en surface.  
 
6.3 Mesure de fluorescence sur guides d’onde. 
 
Suite aux confirmations en microscopie de fluorescence de la possibilité de fonctionnaliser 
des substrats de verres, le même procédé a été appliqué au guide d’onde plan. La 
conception et la fabrication du guide, ainsi que la fabrication du montage permettant 
l’observation de fluorescence sur celui-ci, sont issues des travaux d’Aurélien Duval et 
Pierre-Jean Zermatten dans le cadre d’un projet connexe. 
 
6.3.1 Description des guides d’ondes utilisés. 
 
Le support est un substrat de silicium sur lequel sont déposées successivement par PECVD 
une couche de SiO2 à faible indice de réfraction (n  1.48 @470nm, épaisseur 4 µm) 
agissant comme gaine, puis une couche guidante de SiO2 d’indice plus élevé (n  1.50 
@470nm, épaisseur 4 µm). La zone active est formée par des pistes de nitrure de silicium 
(Si3N4) déposées par PECVD sur les couches de SiO2. Chaque piste mesure 100 µm de 
large et 5000 µm de long. La lumière issue de la fibre est donc acheminée à travers la 
couche de SiO2 guidante vers le nitrure de silicium afin d’exciter les fluorophores.  
 
6.3.2  Injection de lumière dans le guide.  
 
L’injection de la lumière provenant de la source vers le guide est un élément critique dans 
l’exploitation d’un guide d’onde. Une mauvaise injection de la lumière provoque un 
couplage de faible qualité. La méthode la plus simple pour coupler la lumière vers le guide 
d’onde est d’approcher la source, comme une fibre optique, vers la face du guide d’onde. 
Ce couplage est dit direct. Toutefois, cette méthode n’est pas optimale. L’écart entre 
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l’épaisseur du guide planaire, d’environ 65 nm, et le cœur de la fibre, de 4 µm, génère 
beaucoup de pertes, ce qui générera un champ évanescent plus faible. Pour accommoder 
cette différence, il est possible de changer l’épaisseur du guide d’onde. Cependant une 
augmentation de l’épaisseur du guide induit un plus fort confinement des modes, en 
particulier le mode fondamental, ce qui diminue encore l’intensité du champ évanescent.  
 
Il est possible d’opter pour une méthode de couplage de type directionnel aussi appelé 
couplage à accord de phase. Cette méthode alternative consiste à utiliser deux guides 
d’ondes superposés ayant chacun un mode avec la même vitesse de phase donc un même 
indice effectif. La résolution mathématique des modes de cette « super-structure », où les 
deux guides sont en interaction forte, montre alors un ou plusieurs modes dont le champ 
électrique est délocalisé dans les deux guides (figure 6.4). 
 
En conséquence, lorsque la lumière est injectée dans le guide d’onde inférieur, la lumière 
oscillera en entrant dans la super-structure entre le guide inférieur et le guide supérieur au 
cours de sa propagation. 
 
 
Figure 6.4 : Principe de fonctionnement du couplage directionnel[Iizuka 2002] 
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Figure 6.5 : Oscillation de la densité lumineuse suite a un couplage directionnel. Le spectre 
d’intensité est donné pour les zones de fort et faible couplage. 
 
Lors du couplage de la lumière dans le guide par cette méthode, des battements périodiques 
se produisent. La lumière guidée n’est pas contenue de façon continue dans le matériel. 
Celle-ci oscille entre les zones de forts et de faibles indices. Ceci est visible à la figure 6.5 
où l’on trouve une simulation de la propagation lumineuse dans le guide d’onde 
(PhotonDesign, méthode EME , expansion des modes propres « eigenmode expansion »). 
Les zones en rouges représentent les zones de forte intensité lumineuse. L’oscillation de ces 
zones à pour conséquence d’augmenter localement l’intensité de champ évanescent. Si on 
regarde les deux graphiques au bas de l’image, on observe une vue en coupe aux deux 
endroits marqués d’un trait rouge. La variation d’intensité lumineuse est exprimée selon le 
déplacement dans le plan Z. Le maximum d’intensité oscille entre le cœur du SiO2 et 
l’interface avec le guide de Si3N4. Ceci crée donc des zones de fort et de faible champ 
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évanescent. Ce motif de battements devrait donc être distinguable en fluorescence sur un 
guide fonctionnalisé.  
 
6.3.3 Détection de fluorophores.  
 
Un substrat propre a été fonctionnalisé avec la BSAPEGB10kDa. La surface est couverte 
d’une solution de 1mg/ml et laissée une heure dans un plat de pétri fermé, sous atmosphère 
de vapeur d’eau pour limiter l’évaporation. Suite à l’attachement de la BSAPEGB10kDa 
sur la surface, le substrat a été rincé au PBS1X et à l’eau distillée puis enfin séché sous un 
jet d’azote. Les fluorophores ont été par la suite attachés sur la couche de BSA. Une goutte 
de 5 µl d’une solution (1nM) de Qdots-streptavidine (565 nm, Invitrogen) a été déposée sur 
une portion du substrat afin de ne fonctionnaliser qu’une partie des guides d’ondes. Après 
trente minutes, la surface a été lavée à nouveau avec du PBS1X et à l’eau distillée puis 
enfin séchée sous un jet d’azote. L’échantillon a été utilisé tel quel immédiatement après la 
fonctionnalisation. 
 
Le substrat a été monté sur le système, le faisceau lumineux a été injecté consécutivement 
dans un guide fonctionnalisé avec des points quantiques et un non fonctionnalisé. Dans 
chacun des cas, des images de la luminescence à la longueur d’onde de 565 nm et de la 
diffraction de la source à la longueur d’onde de 473 nm ont été prises. Les images 
recueillies sont présentées à la figure suivante. Pour chacune des images, une valeur de 
luminosité relative est donnée. Il est à noter que les images aux deux longueurs d’onde sont 
acquises simultanément par deux caméras. Le positionnement différent des deux caméras 
explique la différence de taille apparente du guide.  
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Figure 6.6 : Observation à la longueur d’excitation (473nm) (a) et d’émission (565nm) (b) 
de guides d’ondes de 100μm non fonctionnalisés et fonctionnalisés (c et d) avec des points 
quantiques. Les encadrés montrent un grossissement du guide pour les images à 565nm. 
 
Comparons d’abord les images contrôles prises sur les guides sans points quantiques pour 
les longueurs d’onde 473 nm et 570 nm. On remarque la présence de points aléatoirement 
distribués dans l’image à 473 nm. Ces points sont des centres de diffusions de la lumière 
laser. Ceux-ci sont pour la plupart des défauts dans le guide ou dans le substrat. Cette 
hypothèse a été confirmée par l’observation des défauts en microscopie optique lors de la 
caractérisation du guide. Ces centres de diffusion ne sont pas visibles dans l’image à 
570 nm. On peut conclure que les filtres utilisés sont suffisants pour couper la longueur 
d’onde d’excitation.  
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L’image à 565 nm présente quant à elle de la fluorescence où l’on peut distinguer les 
battements prédits lors du couplage dans ce type de structure. Les matériaux organiques ou 
inorganiques peuvent avoir un comportement de fluorescence en l’absence d’un marqueur 
fluorescent appelé « autofluorescence ». [Thrush 2004; Billinton and Knight 2001] Cet 
apport lumineux indésirable devient problématique, car elle augmente le bruit de fond 
[Pinaud et al. 2006]. La bande d’émission étant souvent très large, celle-ci se superpose 
avec la fluorescence du marqueur prévu pour l’observation. Dans certains cas, selon 
l’intensité du marqueur, l’autofluorescence peut masquer complètement la fluorescence du 
marqueur. Ce comportement est aussi observable pour le nitrure de silicium. Il est connu 
que selon la composition du nitrure de silicium (ratio Si :N) [Giorgis et al. 2000] celui-ci 
peut émettre de la fluorescence sur une grande plage du spectre visible. On y trouve aussi 
de grosses particules qui fluorescent à 570 nm et, quoi que plus faiblement visibles, à 
473 nm. Il s’agit ici probablement de poussières déposées sur le substrat à la fois 
autofluorescentes, mais qui diffusent aussi la source d’excitation. 
 
Comparons ensuite, les images de la source d’excitation à 473 nm. L’image contrôle (figure 
6.6a) et l’image du guide comportant des points quantiques (figure 6.6c) montrent des 
valeurs de luminescence relativement équivalentes, soit I=53,33 pour contrôle sans point 
quantique et I=67,83 pour le guide avec points quantiques. On voit qu’autant pour le guide 
comportant des points que la référence, plusieurs centres de diffusion sont présents. 
L’image à 473 nm du guide fonctionnalisé avec les points quantiques montre des 
battements qui sont visibles due à la rugosité de surface (matériaux + BSAPEGb10kda + 
points quantiques). 
 
Afin de valider cette hypothèse, des mesures rugosités ont été faites par AFM en mode 
contact sur un substrat de nitrure de silicium de 500 nm d’épaisseur déposé par PECVD sur 
un substrat de silicium. Celui-ci a été fonctionnalisé de la même façon que les guides 
d’ondes. Le tableau 6.1 présente les valeurs de rugosité (RMS) obtenues. On note que la 
rugosité augmente à chaque étape de fonctionnalisation. La valeur de rugosité est deux fois 
plus élevée lors de l’ajout des Qdots lorsqu’on compare à la surface modifiée avec la 
BSAPEGb10kda.  
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 Rugosité RMS (nm) Erreur standard (nm) 
Si3N4 1,28 0,18 
Si3N4+BSAPEGB 2,16 0,40 
Si3N4+BSAPEGB+Qdots 4.44 0,88 
Tableau 6.1 : Tableau des rugosités mesurées pour un substrat de nitrure de silicium 
fonctionnalisé. 
 
Enfin, si on regarde l’image du guide fonctionnalisé avec les Qdots (fig6.6d), encore une 
fois, il est possible d’observer les battements provoqués par le couplage dans le guide. En 
comparant les deux images à 565 nm, on trouve qu’il y a un gain de fluorescence suite à 
l’ajout des points quantiques. Les valeurs de luminescence passent de I=13,95 pour le guide 
sans point quantique à I=27,09 pour le guide avec points quantique, ce qui représente une 
augmentation du simple au double de la fluorescence.  
 
En observant battements provoqués par le front d’onde, selon l’axe perpendiculaire à la 
propagation de l’onde on peut noter une différence dans l’uniformité des bandes. Sur la 
figure 6.6b, qui correspond au guide contrôle, les bandes sont relativement uniformes en 
intensité lumineuse. Cependant lorsqu’on compare avec le guide fonctionnalisé avec les 
points quantiques, il possibles de voir des points plus lumineux (voir encadrés figures 6.6b 
et 6.6d). Ceux-ci sont indicatifs de la présence de points unique ou de petits agrégats de 
points. Ces petits grains étaient en partie visibles sur l’image prise à la longueur d’onde 
d’excitation en raison de la diffraction à la surface. Ceci indique que les points quantiques 
ne sont probablement pas excités uniquement par le champ évanescent, mais aussi en partie 
par la lumière diffractée du guide.  
 
6.4 Résumé. 
 
En conclusion, il a été montré qu’il est possible d’attacher des fluorophores à un substrat en 
utilisant une laisse moléculaire et de stimuler la fluorescence de ceux-ci à l’aide d’un 
champ évanescent. Pour ce faire, la BSAPEGB10kDa a été utilisée pour fonctionnaliser la 
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surface et fournir des laisses pour l’attachement de Qdots fonctionnalisés avec de la 
streptavidine.  
 
Dans un premier temps, la spécificité de l’attachement a été vérifiée en microscopie par 
épifluorescence. Il s’avère que la majorité de l’attachement sur un substrat de verre est 
spécifique à la liaison biotine-streptavidine. La vérification à l’aide de points quantiques 
neutralisés a montré que la fluorescence issue l’attachement non spécifique correspond à 
moins de 20 % de la valeur de fluorescence mesurée après attachement spécifique (fig 6.2). 
 
Il a été montré qu’il est possible d’observer la fluorescence de points quantiques via 
l’excitation par un champ évanescent. Ceci a d’abord été vérifié avec succès sur un 
microscope TIRF où l’on trouve un champ évanescent équivalent à un guide d’onde. La 
fonctionnalisation d’un guide d’onde avec la BSAPEGB10kDa et les points s’est avérée 
efficace sur un guide d’onde de nitrure de silicium. La luminescence mesurée suite à l’ajout 
des points quantiques a augmenté de deux fois par rapport à la surface fonctionnalisée 
contrôle sans points. Cependant, certains facteurs observables nuisent à l’obtention d’un 
signal optimal. Il a été observé, dans un premier temps, qu’il y a une part 
d’autofluorescence du nitrure de silicium, ce qui génère de la lumière parasite. Il a été 
observé aussi qu’il y a une part de diffraction causée par les défauts dans le nitrure de 
silicium et le verre et par les points quantiques eux-mêmes. La densité de points n’est pas 
optimale. Ceci pourrait provenir en partie de l’efficacité de la fonctionnalisation. 
 
Néanmoins, la méthode proposée s’avère efficace. En raison du caractère non spécifique de 
l’attachement, celle-ci est applicable pour la fonctionnalisation de surfaces variées. Il s’agit 
d’une méthode simple et qui ne demande que peu de manipulations. En dehors des étapes 
de nettoyage, l’emploi de BSA modifiées ne requiert aucun solvant ou acide ce qui est 
avantageux. De plus, le temps de préparation d’environ une heure reste relativement court. 
Ces caractéristiques s’avèrent être des avantages intéressants dans le développement de 
biocapteurs. Dans l’éventualité où une banque de BSA modifiées serait disponible, il serait 
possible de fonctionnaliser une même surface avec plus d’un « récepteur » en une seule 
étape en utilisant une solution d’un mélange de ces BSA modifiées. Il existe plusieurs voies 
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qui pourraient être exploitées pour pousser cette méthode plus loin. Il serait intéressant 
d’optimiser la procédure pour obtenir une densité de fluorophores plus importante. Il serait 
également intéressant de manipuler les substrats afin de diriger l’adsorption de la BSA sur 
certaines zones spécifiques. On peut penser, pour ce faire, à la création de zones 
d’hydrophobicité ou de natures chimiques différentes à l’aide de méthodes de lithographies 
ou de microfabrication usuelles. 
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CHAPITRE 7.  :         
CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
 
Les travaux présentés dans cette thèse ont fait appel à divers concepts provenant de champs 
d’expertise variés. On peut prendre par exemple, le domaine de la biologie pour la 
modification et l’utilisation de protéines, la chimie pour la fonctionnalisation de surfaces et 
la caractérisation de monocouches autoassemblées, ou encore au domaine de l’optique pour 
l’usage de guide d’ondes ou de la résonance des plasmons de surfaces. Ceci est à l’image 
du développement de biocapteurs qui requière le chevauchement et l’interdépendance de 
telles disciplines.  
 
L’évolution des besoins en termes d’analyses d’échantillons, que ce soit par l’augmentation 
de la diversité des molécules ciblées ou encore par celle du nombre d’échantillons à 
analyser, mène au développement de biocapteurs multi-analytes et ayant la possibilité 
d’être régénéré afin d’être réutilisé. Cet aspect de régénérabilité est à la base des 
biocapteurs sans marqueurs. Ceci permet de limiter le nombre de manipulations dans le 
traitement des échantillons, mais aussi un suivi à long terme.  
 
Dans cette optique, un prototype de biocapteur employant une laisse moléculaire a été 
proposé. La présence de cette laisse, composée d’une chaîne de polyéthylène glycol, a 
permis de relier les composantes du biocapteur à la surface les contraignant à rester dans le 
volume d’analyse défini par un champ évanescent. L’objectif de cette thèse consistait donc 
en la construction d’un mécanisme moléculaire utilisant une laisse, mais surtout à l’étude 
des méthodes permettant l’immobilisation de biomolécules et la construction de 
mécanismes moléculaires sur un guide d’onde.  
 
Dans un premier temps, des monocouches autoassemblées de silanes ont été caractérisées. 
La maitrise de la fonctionnalisation de surface par les silanes est essentielle à 
l’immobilisation correcte de biomolécules. Deux types de silanes ont été choisis en raison 
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de la possibilité de créer des surfaces aminées et caractérisés : soit le 
chloromethylphenylchlorosilane et le 3-aminopropyltriméthoxysilane. Même en présence 
d’une faible concentration surfacique de molécules, il est possible de caractériser la 
modification de substrats par ces silanes. Diverses méthodes sont disponibles pour la 
caractérisation de surface telles que la mesure d’angle de contact, la XPS, la SPR ou encore 
la mesure de fluorescence. Il a été montré qu’il est possible d’immobiliser des biomolécules 
sur des surfaces fonctionnalisées par chacun de ces silanes. Toutefois, entre les deux 
méthodes de fonctionnalisation, celle par le 3- aminopropyltriméthoxysilane a été retenue 
en raison du temps rapide de fonctionnalisation et le faible nombre d’étapes nécessaires à 
l’obtention des échantillons modifiés.  
 
Suite à ceci, il a été montré qu’il est possible de suivre l’attachement de biomolécules sur 
un substrat par la méthode de liaison chimique native via l’utilisation de la résonance des 
plasmons de surface. Dans un premier temps, la faisabilité de la procédure a été montrée 
par l’emploi d’un peptide modèle, la bradykinine, qui a permis de déterminer les conditions 
optimales de réaction. À partir de ces résultats, l’attachement de thioesters de PEG a été 
réalisé. Des PEG de masses de 5kDa et 10kDa ont été efficacement immobilisés sur un 
substrat SPR passivé par une couche de SiO2. L’emploi de cette technique a permis de 
compléter la construction d’un mécanisme répondant au pH par l’immobilisation de la 
laisse moléculaire. Toutes les composantes de ce mécanisme ont été caractérisées par SPR 
et se sont avérées fonctionnelles. Toutefois, il a été montré que la présence du PEG bloquait 
l’accès à la 2-iminobiotine nécessaire à reconnaissance du pH.  
 
Une méthode alternative a été explorée celle-ci permettant d’augmenter le nombre de 2-
iminobiotine par rapport aux PEG. Des BSA modifiées ont été produites afin de construire 
le mécanisme moléculaire. Encore une fois, toutes les composantes ont été caractérisées par 
SPR et se sont avérées fonctionnelles. Lors du test en modulation de pH, la variation de 
signal généré par les deux solutions de pH différent (pH=4 et pH=10) a été mesurée. Cette 
valeur a été comparée aux contrôles négatifs réalisés pour chaque expérience. Selon 
l’hypothèse prévue, la valeur de la variation de signal devait être plus élevée pour le 
système actif que pour le contrôle négatif. Pour les constructions faites avec les PEG de 
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10 kDa, seulement 33% des expériences ont répondu à cette condition et presque la totalité 
des expériences pour les PEG de 20kDa. Dans les deux cas cependant, les gains observés 
étaient du même ordre de grandeur que l’erreur sur la mesure. 
 
Ceci pourrait s’expliquer par le comportement du PEG en solution. En milieu aqueux, une 
chaîne PEG prend une forme repliée en pelote, la conformation complètement étendue, 
quant à elle n’est jamais obtenue. Cette conformation repliée est caractérisé par le rayon de 
flory. Ce rayon a été calculé pour les PEG de 10 et 20 kDa donnant des valeurs de 7,5nm et 
11nm respectivement. Ces valeurs correspondraient donc à l’amplitude du mouvement de 
l’avidine lors de l’ouverture et fermeture. Selon les simulations présentées cette variation 
d’amplitude dans le champ évanescent ne représente qu’une faible variation de signal. Les 
valeurs calculées de variations du signal correspondaient aux valeurs obtenues 
expérimentalement. Il semble donc que la technique choisie, la SPR, ne soit pas 
suffisamment sensible pour détecter cette faible variation dans la position de l’extrémité de 
la chaîne PEG. 
 
Enfin, il a été montré que l’utilisation des BSA marquées par un PEG-biotine décrite 
précédemment a permis de fonctionnaliser facilement un guide d’onde de nitrure de 
silicium. Le couplage d’une source laser dans le guide a permis d’observer la fluorescence 
de points quantiques immobilisés par le PEG-biotine. Ceci a permis de confirmer que cette 
méthode est une façon efficace de fonctionnaliser des guides d’ondes dans un temps 
rapides, c’est-à-dire moins de deux heures. Ceci est particulièrement attrayant pour le 
prototypage dans le cadre du développement de biocapteurs.  
 
7.1 Perspectives.  
 
L’attachement de biomolécules sur des substrats par la méthode de liaison chimique native 
(NCL) s’est avéré efficace dans le cadre de cette étude. Cette méthode a l’avantage de 
permettre la liaison de molécules dans de faibles concentrations et ouvre la voie à 
l’immobilisation d’une grande gamme de biomolécules utiles dans le développement de 
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biocapteurs. De plus, la NCL est une voie chimique orthogonale aux méthodes de couplage 
peptidique traditionnelles. Ceci permettra donc de réaliser des constructions chimiques 
complexes. La chimie utilisée lors de la NCL est spécifique à la cystéine. Il est possible 
d’exploiter cette spécificité afin d’immobiliser une molécule à via un site précis et par la 
suite plusieurs molécules cibles sur une même construction en utilisant la NCL en 
coordination avec d’autres méthodes de couplage. Ceci ouvre donc la voie à la détection 
d’analyte multiple sur un même capteur.  
 
Dans le cadre de la conception de biocapteurs employant une laisse moléculaire, plusieurs 
voies d’exploration sont encore ouvertes. L’élément critique semble être la laisse 
moléculaire. La stratégie prévue initialement reposait sur l’augmentation de la longueur du 
PEG afin d’accéder à une plage d’intensité du champ évanescent. En raison de ses 
propriétés physico-chimiques, le PEG se retrouve replié sur lui même et est mobile que 
dans une faible portion du champ évanescent. Il serait donc intéressant d’explorer d’autres 
polymères que le PEG comme laisse moléculaire. On pourrait considérer des polymères 
ayant des longueurs de persistances plus grandes que les PEG (3,8 Å) comme le téflon 
(18 Å), le polyamide-imide (35 Å) ou le poly-p-benzamide (34 nm). Ces polymères sont 
toutefois peu ou non solubles en milieu aqueux. Il serait donc nécessaire de les intégrer 
sous forme de copolymères dans une structure comprenant des unités hydrophiles afin 
d’assurer leur solubilité en milieu aqueux, ce qui est nécessaire pour des études in vivo. Il 
serait aussi possible d’utiliser des matériaux qui sont hydrosolubles comme des 
polysaccharides ou encore des polypeptoides. La modification des chaines latérales permet 
de modifier la longueur de persistance de la chaine ceci permettrait donc de contrôler la 
dynamique du système.  
 
L’obtention d’une structure plus rigide aurait deux avantages. Premièrement, la mobilité de 
la chaine dans le champ évanescent serait plus grande. Ainsi, comparativement au PEG, il 
serait possible d’utiliser une plus courte chaîne afin d’obtenir une chaine de longueur 
équivalente à l’équilibre. Comme il a été vu au chapitre 4 (section 4.3.2), le volume 
d’exclusion de la chaine PEG bloque l’accès aux récepteurs en surface. La diminution de ce 
volume par la diminution de la longueur de la chaîne pourrait permettre de résoudre ce 
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problème. Ainsi, il serait donc intéressant de contrôler la longueur de persistance afin de 
pouvoir ajuster la dynamique de mouvement dans le champ évanescent ainsi que l’accès à 
la surface.  
 
La possibilité de simuler par ordinateur la réponse SPR selon la position de l’extrémité de 
la laisse permettrait d’évaluer le comportement de la chaîne polymérique selon les 
propriétés (rayon de Flory, caractère hydrophile) du polymère choisi. Parallèlement, l’AFM 
en mode de spectroscopie de force, permet d’évaluer l’épaisseur d’une couche 
polymérique. Cette épaisseur étant directement en lien avec les propriétés du polymère, 
dont le rayon de Flory, il est donc possible d’évaluer expérimentalement le comportement 
du PEG. En combinant ces deux techniques, il serait donc possible de déterminer le 
meilleur polymère à employer, suite à quoi, il serait intéressant de tester le polymère dans 
les conditions menant à l’ouverture et fermeture du mécanisme de reconnaissance 
biologique. Ceci pourrait être fait rapidement en employant des BSA modifiées. 
 
Il a été montré que les protéines BSA modifiées par des biomolécules sont des candidates 
idéales pour le prototypage de biocapteurs. La facilité de fonctionnalisation et leur 
propension à s’adsorber sur un substrat solide permettent l’immobilisation rapide de 
biomolécules sur un substrat solide. La méthode est rapide, mais surtout ne requière pas de 
produits chimiques tels que des solvants ou des acides. Cette technique est idéale pour la 
caractérisation de guides d’onde dans des laboratoires où des hottes chimiques ne sont pas 
disponibles. Aussi, on pourrait penser à faire de la détection multianalyte en exploitant le 
dépôt sous forme de matrice (spotting) à l’image des  puces à ADN. À partir d’une 
bibliothèque de BSA modifiée, par cette technique, il serait donc possible de déposer une 
matrice capable de détecter un grand nombre d’analytes à partir d’un même échantillon.  
 
Enfin, comme plusieurs fluorophores sont sensibles aux variations de pH, le modèle 2-
iminobiotine-avidine est peu approprié pour les mesures en fluorescence. On pourrait donc 
opter pour un modèle de reconnaissance basé sur la concanavaline A (ConA) pour la 
détection du glucose. On pourrait imaginer utiliser un analogue du glucose immobilisé sur 
la surface avec la ConA liée à la surface par la laisse selon le modèle proposé pour le 
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couple avidine-iminobiotine. L’étude des composantes d’un mécanisme moléculaire tel que 
présenté dans cette thèse permettrait de facilement modifier le système étudié afin de 
détecter le glucose.  
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ANNEXE A – Synthèse des thioesters 
 
A.1 Synthèse et purification des thioesters de bradykinine : BK-SR et iB-BK-SR  
 
Les thioesters alkyles de bradykinine ont été synthétisés manuellement par une méthode 
classique de synthèse sur support solide en employant une stratégie de protection de type 
BOC. La synthèse a été réalisée sur une résine MBHA (0,57 mmol/g,Novabiochem, EMD 
Biosciences) similaire à ce qui a été décrit précédemment. Le dicyclohexylcarbodiimide 
(DCC) a été utilisé pour préformer l’anhydride symétrique pour le couplage. Les Boc-
aminoacides ont été achetés chez Novabiochem et le MPAA de Sigma-Aldrich. Le 
couplage de la 2-iminobiotine sur le thioester de bradykinine a été réalisé avant le clivage 
de la résine. Pour se faire, deux équivalents molaires de 2-iminobiotine-NHS (Pierce 
Biotechnology) ont été ajoutés en solution dans le DMF. 
 
Une fois synthétisés, les peptides ont été clivés de la résine, parallèlement avec la 
déprotection des groupements latéraux de la chaîne peptidique, par un traitement à l’acide 
fluorhydrique à 0°C pour une durée deux heures en employant de l’anisole (10%) comme 
‘scavenger’. Après évaporation de l’acide fluorhydrique, les produits bruts ont été 
précipités et lavés au diethyl éther froid et dissous dans l’acide acétique 50% volumique 
pour être par la suite lyophilisés.  
 
Les produits bruts ont été purifiés par chromatographie liquide haute performance sur phase 
inversée (RP-HPLC) en utilisant une colonne semi-préparative de type C18 (10 3 250mm2) 
contenant un gel de silice (60 RP-18, 40-63 µm, VWR International) et élué dans une 
solution d’acétonitrile dans l’acide trifluoroacétique (TFA, 0,05% dans l’eau). La 
concentration d’acétonitrile a été augmentée graduellement de 20% à 50% durant l’élution. 
La pureté des peptides a été vérifiée par RP-HPLC en mode analytique (colonne C18 Bio-
Rad 4.6 3 250 mm2, 5 µm) en utilisant comme phase mobile un gradient linéaire variant de 
0 à 60% d’acétonitrile (dans TFA aqueux 0,05 %), ce sur une période de quinze minutes. 
La détection des produits dans la phase mobile a été faite par détection UV à 210 nm. Une 
analyse par spectroscopie de masse a permis de confirmer l’identité des composés 
synthétisés (Maldi-TOF, Tofspec2 Micromass).  
 
 
Composé Temps de 
rétention (Tr) 
Masse Rendement 
BK-SR 11.8 min 1259.66 14% 
IB-BK-SR 12.6 min 1484.75 11% 
Tableau A.1 : Tableau de purification des thioesters de bradykinine  
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A.2 Conversion des thioesters Alkyl en thioesters préformés d’acide 
4-mercaptophenylacetique 
 
Le thioester alkyle du peptide (BK-SR, 5umoles) a été dissous dans du tampon phosphate 
0,2M contenant 50 équivalents molaires de MPAA (Sigma-Aldrich) et 20 équivalents 
molaires de Tris(2-carboxyethyl)chlorhydrate de phosphine (TCEP, Sigma-Aldrich). Le pH 
a été ajusté à 7,0 et la réaction s’est poursuivie pendant deux heures. Une transestérification 
du MPAA avec le thioester du peptide s’opère donnant un thioester aryle final. Le produit 
ainsi obtenu a été purifié et analysé tel que décrit précédemment.  
 
A.3  Polyéthylène glycol modifiés 
 
Dans le but de procéder à un attachement NCL avec des PEG, des thioesters alkyls de PEG 
ont été préparés. Dans un premier temps, les thioesters de PEG-BOC de 5 (PEG5kDa-SR2) et 
10kDa (PEG10kDa-SR2) ont été synthétisés en phase liquide à partir des BOC-PEG-COOH 
équivalents provenant de la compagnie Rapp Polymere GmBH (Allemagne). Pour faciliter 
la purification des thioesters de PEG, le thiol formant le thioester a été remplacé. C’est 
pourquoi les produits obtenus portent le nom de PEG-SR2.  
 
Synthèse du PEG-SR2 (PEG5kDa-SR2et PEG10kDa-SR2) 
 
Une solution en DCM à été faite à partir d’une quantité du BOC-PEG-COOH (3,3mM) à 
laquelle était ajouté 36.3 mM de p-nitrobenzyl ester d’acide 3-mercaptopropionique (HSR2) 
et 0,166 mM de 4-dimethyleaminopyridine (DMAP, Sigma-Aldrich) . La solution a été 
refroidie puis un excès de 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC, Sigma-
Aldrich) est ajouté. Le pH est ajusté en ajoutant une seconde portion de DMAP. Le 
mélange est refroidi à 0°C et est laissé à agiter jusqu’à complétion de la réaction. Le solvant 
est ensuite évaporé et le produit brut purifié. 
 
Synthèse du BOC-Cys(BOC)-PEG-SR2 
 
Le PEG-SR2 a été utilisé comme base à la synthèse du BOC-Cys(BOC)-PEG-SR2 (Cys-
PEG-SR2). Le BOC est clivé par dissolution dans le TFA 40% dans le DCM. Le solvant est 
évaporé et le produit purifié. Une solution est ensuite préparée à partir d’un équivalent 
molaire de BOC-Cys(BOC)-OH dans le DCM à laquelle est ajouté un équivalent molaire 
de PEG-SR1 et un équivalent molaire de HOBT. Le mélange est refroidi à 0°C puis trois 
équivalents molaires de N,N’-Diisopropylethylamine (DEA) et 1.1 équivalent molaire de 
TBTU sont ajoutés. Le mélange est agité jusqu’à complétion. Le solvant est ensuite 
évaporé et le produit brut purifié 
 
Purification des thioesters de PEG 
 
Les produits finaux ont été purifiés par RP-HPLC en utilisant une colonne C18 semi-
préparative telle qu’utilisée pour purifier les thioesters de bradykinine. Leur pureté a été 
aussi évaluée par RP-HPLC analytique en utilisant une colonne C18 Exclipse XDB (4,6 
"250 mm, 5 mm, Agilent) un utilisant un gradient de solvant variant en trente minutes de 0 
- 100% d'acétonitrile dans une solution aqueuse de TFA (0,05%) comme phase mobile et 
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aux UV détection à 280 nm (système I) ou dans une colonne C18 Bio-Rad (4,6 "250 mm, 
5 mm) gradient linéaire sur quinze minutes de 0 - 60% d'acétonitrile dans 0,05%  
TFA aqueux avec détection UV à 210 nm (système II). L’identité des produits obtenus a été 
confirmée par RMN 1H (300 MHz Bruker Spectrospin) et par spectrométrie de masse 
(MALDI-TOF, Tofspec2 Micromass 
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ANNEXE B - Synthèse de la Fmoc-Thz-Lys(2-
Iminobiotine)-Ala-OH  
  
 
La molécule a été réalisée par synthèse sur support solide. Une résine de type Wang 
(Novabiochem, 0,89 mmol / g) a été choisie pour effectuer la synthèse. Dans un premier 
temps, une alanine (Fmoc-bala-OH) a été fixée à la résine en utilisant le chlorure de 2-
6dichlorobenzoyle et de la pyridine. Après le retrait du groupement protecteur Fmoc 
(50% pipéridine / DMF), une lysine a été fixée (FmocLys (Mtt)-OH) à l'aide d’un agent de 
couplage (TBTU/NMM : 2/4 équivalents molaires). Après une seconde déprotection, la 
FmocThz-OH a été ajoutée. 
 
La FmocThz-OH a donc été ajoutée sur la chaîne principale. Le groupement protecteur  Mtt 
protégeant l’amine située sur la chaîne latérale a été enlevé par l’utilisation d’une solution 
1% de TFA dans DCM. Enfin la structure a pu être complétée par l’ajout de la 2-
iminobiotine-NHS (1,5 équivalent molaire, Pierce Biotechnology) en utilisant l’agent de 
couplage HOBt (0,6 équivalent molaire) dissous dans la NMP. Le peptide brut a été clivé 
de la résine et purifié par RP-HPLC (gradient linéaire acétonitrile 15-50 % dans du TFA 
aqueux 0,05 %).  
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ANNEXE C : Synthèse et caractérisation des BSA 
modifiées 
 
 
C.1 Synthèse et caractérisation de BSAiB 
 
La première composante fabriquée est la BSA marquée avec de l’iminobiotine (BSAiB). 
Cette protéine a été modifiée en utilisant le EZ link NHS-Iminobiotine (N-
Hydroxysuccinimide trifluoroacetimide, Pierce). Le protocole utilisé pour effectuer la 
modification s’inspire du protocole fourni par le fabricant.   
 
Une solution 1mg/ml de BSA (Cohn fraction V, 96%, Aldrich) a été préparée dans un 
tampon sodium phosphate ajusté à un pH de 8,1 (100mM). Une quantité protéines de 
trente-cinq équivalents molaires a été ajoutée au mélange. La solution a été agitée pendant 
quinze minutes puis mise à 4°C pendant dix-huit heures. Suite à la réaction, le mélange a 
été purifié par filtration (Tube Centricon, Millipore). Cette filtration permet de retenir toute 
molécule ayant un poids moléculaire supérieur à 10kda. Les réactifs restant non réagit sont 
éliminé par une succession de quatre ou cinq lavages avec la même solution tampon utilisée 
dans la réaction. La solution a été dessalée puis lyophilisée pour conservation à 4°C. 
 
Caractérisation de la modification 
 
La modification de la protéine a été vérifiée par électrophorèse sur gel de polyacrylamide 
en présence de dodécylsulfate de sodium (SDS-PAGE). La migration a été faite en mode 
courant constant (0,3A, Powerpac HC, Biorad). Suite à la migration, le gel a été lavé à l’eau 
distillée puis marqué à l’aide d’un marqueur au bleu de Coomassie (GelCode, Pierce). La 
photo suivante montre le résultat de la migration de la BSAiB, celle-ci est visible à la droite 
de l’image. Au centre se trouve l’échelle de poids moléculaires (SpectraTM Multicolor 
Broad Range Protein Ladder, Fermentas). On trouve donc à gauche de la BSA native, c’est-
à-dire la BSA non modifiée. Cela permet d’évaluer directement la modification.  
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Figure C.1: Image d’un gel d’électrophorèse montrant la modification d’une BSA en 
BSAiB  
 
 
Pour avoir une idée plus exacte de la masse de la protéine modifiée, une caractérisation par 
spectroscopie de masse a été réalisée. La masse de la BSA native a été déterminée en 
premier lieu. Une valeur de 67054 Da a été trouvée ce qui est en concordance avec la masse 
trouvée dans la littérature qui est de 66776 Da. Par comparaison, la masse trouvée par la 
même technique est de 74860 Da. On trouve donc une différence de 7,8 kDa. En se référant 
à la masse, pour un ajout d’un groupement iminobiotine, qui est de 0.34 kDa, on obtient un 
taux de substitution de vingt-trois ajouts d’iminobiotine. Ainsi, grand nombre de 
groupements iminobiotine seront disponibles pour l’attachement avec l’avidine. 
 
C.2  Synthèse et caractérisation de BSAPEGB10kda 
 
Pour synthétiser le BSAPEGB10kDa, le PEG nécessaire a été acheté dans la forme 
succinimide (NHS) de façon à fonctionnaliser efficacement la BSA. La stratégie de 
synthèse utilisée est la même que celle qui a été utilisé pour faire la BSAiB. Cette protéine 
a été modifiée en utilisant le NHSPEGBiotine (10kda, Rapp Polymere, Allemagne).  
 
Une solution 1mg/ml de BSA (Cohn fraction V, 96%, Aldrich) a été préparée dans un 
tampon sodium phosphate ajusté à un pH égal à 8,1 (100mM). Afin d’avoir une 
modification d’une seule laisse par BSA, une quantité correspondante à un équivalent 
molaire de PEG a été ajoutée au mélange. La solution a été agitée pendant quinze minutes 
puis mise à 4°C pendant une durée de dix-huit heures. Suite à la réaction, le mélange a été 
purifié par filtration (Tube Centricon, Millipore). Les réactifs restant non réagit sont 
éliminé par une succession de quatre ou cinq lavages avec la même solution tampon utilisée 
dans la réaction. La solution a été dessalée puis lyophilisée. La protéine a été purifiée sur 
colonne par chromatographie d’exclusion stérique.  
 
L’échantillon a été dissous dans un minimum de tampon (PBS 1X) et filtré pour éliminer 
les particules insolubles (filtre 10 µm) et puis injecté dans la colonne (XK26/100 avec gel 
SuperDex200, GE HealthCare). L’élution, contrôlée par un chromatographe FPLC (AKTA 
Explorer 100 Chromatograph, GE Amersham Pharmacia), s’est faite encore une fois dans 
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du PBS (1X, pH =7,4). Un échantillonnage automatique a collecté des échantillons 
successifs de 2 ml. L’absorbance est mesurée en temps réel ce qui permet de savoir dans 
quelles fractions se trouvent les produits séparés par la colonne. 
 
Caractérisation de la modification 
 
Une sélection a donc été faite dans les fractions contenant des produits selon le graphique 
d’absorbance. Théoriquement, la BSAPEGB10kDa devait sortir en premier suivi de la BSA 
non modifiée puis éventuellement les PEG non réagis et autres produits restants. Une 
vérification des fractions a été faite par SDS-PAGE. La figure suivante montre un gel 
obtenu après la migration, pour les fractions les plus importantes. On trouve donc au centre 
l’échelle de poids moléculaires ainsi qu’un échantillon de BSA native aux fins de 
comparaison. Ainsi dans les fractions f11 à f14 se trouvent majoritairement trois bandes. La 
taille ainsi que l’intensité des bandes donne un indice qualitatif sur la quantité des espèces 
en présence. Il y a donc dans ces fractions, une petite quantité de BSA non modifiée, une 
portion de BSA modifiée avec un PEG et une possiblement avec deux PEG. Les fractions 
f4-f5 montre un triplet de bandes signifie qu’une portion a été modifiée avec trois PEG. 
Enfin, tel que prévu la BSA non réagi est sortie dans les fractions tardives ce que montre 
les fractions g10 et g11.  
 
 
 
Figure C.2 : Image d’un gel d’électrophorèse montrant les différentes fractions issues de la 
purification de la BSAPEGB10kDa 
 
Les fractions ne contenant qu’au maximum deux modifications de PEG ont été regroupées 
et conservées comme source de BSAPEGB10kDa. L’échantillon a été dessalé et puis 
lyophilisé. Un spectre de masse a été fait afin de confirmer l’hypothèse d’une possible 
double modification. Trois espèces principales ont été identifiées. Des masses de 67623 Da 
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(BSA), de 76349 Da (BSA + 1 PEG) ainsi qu’une troisième d’une masse 85949 Da (BSA + 
2 PEG) ont été obtenues.  
 
C.3 Synthèse et caractérisation de BSAPEGB20kda 
 
La BSAPEGB20kDa a été synthétisée selon la même procédure que le BSAPEGB10kDA. 
Cette protéine a été modifiée en utilisant le NHSPEGBiotine (20kda, Rapp Polymere, 
Allemagne).  
 
Caractérisation de la modification 
 
La protéine a été purifiée sur colonne par chromatographie d’exclusion stérique selon le 
même protocole que présenté en C.2. Une partie des fractions obtenues suite à la 
purification a été analysée sur gel SDS-PAGE selon la technique décrite précédemment. La 
figure C.3 présente le gel obtenu suite à la migration. On trouve que les fractions E9 à F15 
présentent de la BSA native ainsi que la BSAPEGB20kDa. Si on s’attarde à la colonne 
F12-13 on trouve qu’il y a la BSA possiblement mono, di et tri substituée. Ainsi les 
fractions E-15 à F15 ont été retenues. Les fractions autres (D14-15, G3-4 ou G7-8) 
montrent des molécules de très hauts poids moléculaires ou une très grande quantité de 
BSA non modifiées ce qui les rend peu intéressantes.  
 
 
 
Figure C.3 : Image d’un gel d’électrophorèse montrant les différentes fractions issues de la 
purification de la BSAPEGB20kDa 
 
Les fractions conservées ont été dessalées et puis lyophilisées. Un spectre de masse a été 
fait afin de confirmer l’hypothèse d’une possible double ou triple modification, tel que 
présenté plus tôt. Deux principaux ont été identifiés. Un premier pic à 65365 Da et un 
centré à environ 82100 Da ont été observés. Ceci pourrait correspondre à la masse de la 
BSA native ainsi que la BSABEGB20kDa. Les valeurs obtenues ne sont pas exactement 
celles que l’on espèrerait si l’on compare à la masse connue de la BSA native. Cependant, 
l’écart obtenu entre les deux pics (16,8kDa) pourrait suggérer qu’il s’agit bien de la BSA 
monosubstituée. Il n’a pas été possible d’observer les doubles ou triples marquages de la 
protéine.  
